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Referat: Das hereditäre nicht-polypöse kolorektale Karzinom (HNPCC) bildet mit 
2-3 % aller kolorektalen Karzinomen die häufigste Form der erblichen  
Darmkrebserkrankungen. Sie wird meist durch Mutationen in den Genen MLH1 
und MSH2 verursacht. Beide Gene codieren zusammen mit anderen Genen 
(MSH6, MLH3, PMS1 und PMS) für Proteine des DNA-Mismatch-Repair-Systems, 
welches wichtig für die Stabilität des Genoms ist. Um Träger dieser Mutationen zu 
identifizieren, ist ein zuverlässiges Auswahlverfahren notwendig. Aus diesem 
Grund wird in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Methode der 
denaturierenden Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie (DHPLC) geeignet ist, 
um nach Mutationen in den Genen MLH1 und MSH2 zu suchen. 
Bei 26 weiblichen Patienten und 2 männlichen Probanden, die an einem 
Mammakarzinom (26), einer Dysplasie der Portio (1) sowie an einem 
Ovarialkarzinom (1) erkrankt waren, und bei deren Familienmitglieder  gehäuft 
Tumoren auftraten, wurden Exons der Gene MLH1 und MSH2 mittels DHPLC 
gescreent. Bei insgesamt 41 einzelnen Patientenkurven wich das Muster des 
DHPLC-Chromatogramms als Hinweis auf eine Genveränderung vom normalen 
Kurvenverlauf ab. Die sich daran anschließende DNA-Sequenzanalyse ergab bei 
35 der auffälligen Kurven polymorphe Sequenz-Varianten. Keine der gefundenen 
Sequenzveränderungen stellte eine krankheitsauslösende Mutation für HNPCC 
dar. Die in dieser Arbeit erreichte Sensitivität des DHPLC-Verfahrens liegt damit 
bei 85,4 %. Das DHPLC-Verfahren konnte als zuverlässige und vergleichsweise 






A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin, U = Uracil 
 
Verwendete Reagenzien: 
Aqua. Bidest./ddH2O bidestilliertes Wasser 
DNA    Deoxyribonukleinsäure 
ddNTP   Dideoxynukleosidtriphosphat 
ddATP   Dideoxyadenosintriphosphat 
ddCTP   Dideoxycytidintriphosphat 
ddGTP   Dideoxyguanosintriphosphat 
ddTTP   Dideoxythymidintriphosphat 
dNTP    Deoxynukleosidtriphosphat 
dATP    Deoxyadenosintriphosphat 
dCTP    Deoxycytidintriphosphat 
dGTP    Deoxyguanosintriphosphat 
dTTP    Deoxythymidintriphosphat 
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
Taq    Thermophilus aquaticus 
TBE    Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TE    Tris-EDTA-Puffer 
TEAA    Triethylammoniumacetat    
TEMED   N,N,N`,N`-Tetramethylenethylendiamin 
TMHA    Temperaturmodulierte Heteroduplexanalyse 





A    Ampere 
mA    Milli-Ampere 
AS    Aminosäure 
bp    Basenpaare 
C°    Grad Celsius 
CA    Karzinom 
DGGE   denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese  
DHPLC   denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie  
dsDNA   double strand DNA, DoppelstrangDNS 
HNPCC   hereditäres nicht polypöses kolorektales Karzinom 
HPLC-H2O   high performance liquid chromatography-Wasser 
kb    Kilobasenpaare (1000 bp) 
kD    Kilodalton 
MLH1-Gen    MutL, E.coli, Homolog Gen 1 
MMR    mismatch repair 
MSH2-Gen   MutS, E.coli, Homolog Gen 2 
MSI    Mikrosatelliteninstabilität 
MSS    Mikrosatelliten-Stabilität 
nt    Nukleotid 
PCR    Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion  
sek     Sekunden 
SNP single nucleotide polymorphism, Einzel-Nukleotid- 
Polymorphismus 
TA    Annealingtemperatur 
Tm    Schmelztemperatur 
U/min    Umdrehungen pro Minute 
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1.1 Das hereditäre nicht-polypöse kolorektale Karzinom 
(hereditary non-polyposis colorectal cancer; HNPCC) 
1.1.1 Definition, Epidemiologie und Krankheitsbild  
Das hereditäre nicht-polypöse kolorektale Karzinom (HNPCC), früher auch - nach 
seinem Erstbeschreiber Henry Lynch - „Lynch-Syndrom“ genannt, ist eine erbliche 
(hereditäre) Darmkrebsform ohne Auftreten von vielen Polypen (Nicht-Polyposis) 
im Darm, die autosomal dominant vererbt wird. Die Krebserkrankung ist 
vorwiegend im Dickdarm (Kolon) und Enddarm (Rektum) lokalisiert, weshalb sie 
als kolorektales Karzinom (CC) bezeichnet wird (Homepage Deutsche Krebshilfe,  
2009).  
Bösartige Tumoren des Kolorektums machen in Deutschland mit zirka 98.000 
Neuerkrankungen pro Jahr etwa ein Drittel aller Krebserkrankungen aus (Holinski-
Feder et al., 2006). Bei Männern steht die Zahl der Neuerkrankungen somit an 
dritter und bei den Frauen an zweiter Stelle (Homepage der Arbeitsgruppe 
„Hereditäre Tumordisposition und molekulare Onkologie“; Mangold, 2005). 
Obgleich sowohl Ernährungs- als auch Lebensgewohnheiten eine bedeutende 
Rolle bei der Entstehung kolorektaler Tumoren zugeschrieben wird, treten ca. 5-10 
% der Erkrankungen aufgrund einer genetischen Prädisposition familiär gehäuft 
auf (Homepage Deutsche Krebshilfe, 2009). Diese Tumorerkrankungen werden 
autosomal dominant vererbt. Darunter stellt das HNPCC die häufigste Form dar 
(Lynch et al., 2003; Barrow et al., 2008). 
Klinisch ist das HNPCC im Wesentlichen durch ein frühes Manifestationsalter von 
durchschnittlich 45 Jahren bei Diagnose und einer Penetranz von 80 % 
charakterisiert (Homepage Deutsche Krebshilfe, 2009). Die bevorzugte 
Lokalisation des Tumors ist mit 60 % das rechte Hemikolon. Zirka 20 % betreffen 
die linke Kolonhälfte und etwa 20 % das Rektum (Myrhoj et al., 1997; 
www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/120435). Häufig treten gleichzeitig (synchrone) oder 
zeitlich versetzte (metachrone) Zweitkarzinome des Kolons und Rektums oder 





HNPCC-assoziierten Tumoren lassen sich durch das Vorliegen einer 
prädisponierenden Mutation in allen Körperzellen (Keimbahnmutation) erklären 
(Parsons et., 1993). Die prozentuale Verteilung der Tumoren auf die Organe bei 
HNPCC ist in der folgenden Tabelle aufgeführt.  
Tab. 1.: Prozentuale Häufigkeit des kolorektalen Karzinoms und der assoziierten Zweittumoren bei 
Patienten mit HNPCC (Holinski-Feder et al., 2006). 
Organ Anteil (%) Organ Anteil (%) 
Kolon/ Rektum 63 % Urothel 2,0 % 
Endometrium 28 % bei Frauen Sarkome 2,0 % 
Magen 4,9 % Haut 2,8 % 
Uterus 6,7 % bei Frauen Dünndarm 2,1 % 
Hepatobiliär 4 % ZNS 1,1 % 
Ovar 3 % bei Frauen   
 
1.1.2 Klinische Diagnostik 
Ein HNPCC kann klinisch und/oder molekulargenetisch diagnostiziert werden. 
Aufgrund fehlender der Krankheit klar zuzuordnender Symptome kann die 
klinische Diagnose eines HNPCC oft nicht bei einem einzelnen Patienten gestellt 
werden, sondern nur durch eine ausführliche Familienanamese mit möglichst 
kompletter Erfassung der kolorektalen Karzinome und Polypen sowie anderer 
maligner Tumoren in der Familie einschließlich des Erkrankungsalters (Lamberti et 
al., 1996). Die klinische Diagnosestellung erfolgt mit Hilfe der 1991 eingeführten 
Amsterdam-I-Kriterien, die auf empirischer Grundlage gewonnen wurden und 
ausschließlich Kolon- und Rektum-Karzinomerkrankungen erfassen (Vasen et al., 
1991). Die Diagnose eines HNPCC ist sehr wahrscheinlich, wenn der erhobene 
Familienstammbaum alle aufgeführten Kriterien erfüllt. 
1.1.2.1 Amsterdam-I-Kriterien 
alle Kriterien müssen erfüllt sein 
• mindestens drei Familienangehörige mit histologisch gesichertem Kolon-
/Rektumkarzinom, 
• einer davon ist Verwandter ersten Grades der beiden anderen, 
• Erkrankungen in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Generationen, 
• mindestens ein Patient mit der Diagnose eines Kolon-/Rektumkarzinoms 





• Ausschluss einer familiären Adenomatosis polyposis coli (FAP). 
Da diese Klassifikation jedoch keine extrakolonischen Tumoren erfasst und 
deshalb bei alleiniger Anwendung unvollständig wäre, wurde sie erweitert. Es 
entstanden die Amsterdam-II-Kriterien (Vasen et al., 1999).  
1.1.2.2 Amsterdam-II-Kriterien 
Im Rahmen der Amsterdam-II-Kriterien wurde der Kriterienkatalog dahingehend 
erweitert, dass  
• mindestens drei Familienangehörige an einem HNPCC-assoziiertem 
Karzinom (Kolon/Rektum, Endometrium, Dünndarm, Nierenbecken/Ureter) 
erkrankt sein müssen, damit ein HNPCC diagnostiziert wird. Die übrigen in den 
Amsterdam-I-Kriterien definierten Kriterien bestehen weiter und müssen ebenfalls 
alle erfüllt sein.  
Da in der heutigen Zeit viele Familien klein sind, fehlen häufig die 
Voraussetzungen, um die sehr strengen Amsterdam-Kriterien zu erfüllen 
(Schulmann et al., 2004). Aus diesem Grund wurde ein weniger stringenter 
Kriterienkatalog definiert; die sogenannten Bethesda-Kriterien (Rodriguez-Bigas et 
al., 1998). Sie ermöglichen, dass die Verdachtsdiagnose HNPCC auch in kleinen 
Familien oder in Einzelfällen gestellt werden kann (Schulmann et al., 2004), da 
minimal ein Kriterium erfüllt sein muss. Bei den entsprechenden Patienten bzw. 
Familien sollte der Verdacht auf HNPCC mit molekulargenetischen 
Untersuchungen überprüft werden. 
1.1.2.3 Bethesda-Kriterien 
mindestens eines der folgenden Kriterien muss erfüllt sein 
• positive Familienanamnese entsprechend den Amsterdam-Kriterien, 
• synchrone oder metachrone Kolon-/Rektumkarzinome oder HNPCC-
assoziierte Karzinomerkrankungen, 
• zwei erstgradig verwandte betroffene Familienmitglieder mit Kolon- 
/Rektumkarzinom und/oder HNPCC-assoziierten Tumorerkrankungen (einer 
vor dem 45. Lebensjahr) und/oder Adenom des Kolons oder Rektums vor 





• Kolon-/Endometriumkarzinom vor dem 45. Lebensjahr, 
• undifferenzierte rechtsseitige Kolonkarzinome vor dem 45. Lebensjahr, 
• siegelringzelliges Kolonkarzinom vor dem 45. Lebensjahr, 
• Adenome des Kolons oder Rektums vor dem 40. Lebensjahr.  
1.1.3 Genetische Diagnostik 
Die endgültige Diagnosesicherung erfolgt mittels Nachweis einer 
Keimbahnmutation in den HNPCC-assoziierten Genen. Dafür wird den 
Betroffenen venöses Blut entnommen, die DNA aus Leukozyten isoliert und 
analysiert. Bei Nachweis einer Mutation wird dem Erkrankten in einer Beratung 
das Ergebnis mitgeteilt und die Analyse zur Bestätigung wiederholt. Wünschen die 
Angehörigen ebenfalls eine Testung, wird gezielt der Ort der fraglichen Mutation 
untersucht.  
Dieser wichtige Beitrag zur Diagnostik und Betreuung von Betroffenen wird im 
Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Leipzig geleistet. Ziel ist es, 
den Betroffenen Informationen über ein HNPCC umfassend und verständlich 
darzulegen, wobei die individuelle Situation berücksichtigt wird. Ein Teil der 
Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchungen der Jahre 1998 bis 2004 
sind in dieser Arbeit verwendet worden. 
1.1.4 Bedeutung der Diagnosestellung bei HNPCC-Patienten für 
die Behandlung 
Einerseits ist die Diagnosestellung von HNPCC für den Patienten und für seine 
Familie wichtig, da alle Familienmitglieder, insbesondere die erstgradig 
Verwandten, ein erhöhtes Erkrankungsrisiko gegenüber der Normalbevölkerung 
tragen (Rüschoff et al., 2004). Ohne intensivierte Früherkennungsuntersuchungen 
ist die Lebenserwartung dieser Risikopersonen deutlich reduziert. Auch für 
Personen, die bereits an HNPCC-assoziierten Tumoren erkrankt sind, ist die 
Diagnosestellung von großer Tragweite, da das Risiko, an einem kolorektalen 
Zweittumor oder an einem extrakolonischen Malignom zu erkranken, bis zu 40 % 
erhöht ist (Schulmann et al., 2004). Eine gezielte medizinische Betreuung senkt 
sowohl die Morbidität als auch die Mortalität (Zavodna et al., 2009). Des weiteren 





die Verwendung einer abgeänderten Operationstechnik oder anderer 
Medikamente, da Patienten mit HNPCC beispielsweise häufig gegenüber 
alkylierten Chemotherapeutika resistent sind (Heinimann, 2000).  
Andererseits können Angehörige, welche die Keimbahnmutation nicht geerbt 
haben, beruhigt und aus dem zeit- und kostenintensiven 
Früherkennungsprogramm entlassen werden, da eine Krankheitsdisposition in 
diesem Fall mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht vorliegt (Layer et al., 2000).  
1.1.4.1 Früherkennungsuntersuchungen bei HNPCC-Patienten 
Familienangehörige mit nachgewiesener Mutation sowie alle Risikopersonen, bei 
denen die ursächliche Mutation noch nicht identifiziert werden konnte, müssen auf 
die Notwendigkeit eines lebenslangen Vorsorge- oder Früherkennungsprogramms 
hingewiesen werden (Lamberti et al., 1996). Gemäß den Leitlinien der Deutschen 
Gesellschaft für Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS; www.dgvs.de) 
sollen HNPCC-Risikopersonen ab dem 25. Lebensjahr in ein 
Früherkennungsprogramm aufgenommen werden. Die Untersuchungen, die in 
folgender Tabelle (Tab. 2.) aufgeführt sind, werden jährlich und zeitlebens 
empfohlen und zielen darauf ab, Tumoren oder deren Vorstufen möglichst früh zu 
entdecken. 
 
Tab. 2.: Empfohlene Leitlinien zur Früherkennung bei HNPCC-Erkrankung (Homepage der 
„Deutschen Gesellschaft für Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten“). 
Alter Untersuchung 
Ab dem 25. Lebensjahr  







Gynäkologische Untersuchung auf Endometrium- 
und Ovarialkarzinom einschließlich 
transvaginaler Sonographie 
Urinzytologie 
Ösophagus-, Gastro-, Duodenoskopie (nur bei 





Wesentliche Bestandteile des empfohlenen Früherkennungsprogramms sind 
aufgrund der häufig rechtsseitigen Tumorlokalisation die komplette Koloskopie und 
die konsequente Entfernung von Polypen bzw. polypoider Veränderungen aus 
dem Darm (Schulmann et al., 2004). Bei weiblichen Risikopersonen sollte 
spätestens ab dem 30. Lebensjahr zusätzlich zur allgemeinen jährlichen 
gynäkologischen Untersuchung ein transvaginaler Ultraschall durchgeführt 
werden, da bei ihnen das Risiko bis zum 70. Lebensjahr ein 
Endometriumkarzinom bei über 40 % und ein Ovarialkarzinom zu entwickeln bei 
über 5 % liegt (Layer et al., 2000; Rüschoff et al., 2004).   
1.1.4.2 Nachuntersuchung bei HNPCC-Patienten 
Bei Nachweis eines kolorektalen Karzinoms erfolgt die Therapie entsprechend der 
bekannten kurativen und palliativen chirurgischen und internistischen Richtlinien 
(Lamberti et al., 1996). Dies schließt ein, dass die betroffenen HNPCC-Patienten 
planmäßig nachuntersucht werden, um das Wiederauftreten eines Tumors oder 
typischer Komplikationen frühzeitig zu erkennen und effektiv zu behandeln. 
1.1.5 Molekulargenetische Grundlagen des HNPCC 
Von den bisher sechs identifizieren Genen (MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, 
MLH3), in denen Mutationen für das Auftreten von HNPCC verantwortlich sind, 
wurden in dieser Arbeit die Gene MLH1 und MSH2 ausgewählt. Die Auswahl der 
Gene MLH1 und MSH2 beruht auf ihrer klinischen Bedeutung, da in 80 % - 90 % 
der Fälle HNPCC durch Mutationen in diesen Genen verursacht wird (Holinski-
Feder et al., 2006; Quehenberger et al., 2005). Liegt eine Mutation im MLH1- oder 
MSH2-Gen vor, beträgt das Risiko bis zum 70. Lebensjahr einen kolorektalen 
Tumor zu entwickeln für Männer 78,4 % und für Frauen 70,8 % (Barrow et al., 
2008). Die Art der Mutationen sind vor allem Missense- und Nonsense-Mutationen 
mit Rasterverschiebung. Die prozentuale Verteilung der einzelnen Mutationstypen 










Abb. 1.: Verteilung der einzelnen Mutationstypen für die jeweiligen DNA-Reparaturgene (nach 
Holinski-Feder et al., 2006).  
Alle genannten Gene gehören in die Gruppe der Mismatch-Repair-Gene (MMR-
Gene). Die Funktion der entsprechenden Proteine besteht darin, bei der 
Zellteilung entstandene falsche Basenpaarungen sowohl einzelner als auch 
mehrerer Nukleotide zu erkennen und zu beheben.  
Zwei dieselbe Zelle betreffende genetische Veränderungen leiten die Entstehung 
eines Tumors (Cancerogenese) bei HNPCC ein. Die erste geht auf eine  
Keimbahnmutation in einem der sechs oben beschriebenen Gene zurück und 
prädisponiert die Zelle zu einer Tumorzelle. Die zweite ist eine somatische 
Mutation in einer Zelle der Kolonschleimhaut. Es handelt sich somit um eine für 
Tumorsuppressor-Gene typische Situation: der Tumor entsteht, wenn beide Allele 
eines der sechs Gene ihre normale Funktion eingebüßt haben (Weinberg, 2007). 
Dadurch geht die Funktion des MMR-Systems verloren und es kommt über Jahre 
und Jahrzehnte zur Anhäufung von genetischen Veränderungen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/276300). Beim HNPCC durchläuft die 
Entartung eine Adenom-Karzinom-Sequenz (Vogelstein et al., 1988). Erste 
maligne Zellveränderungen bestehen in einem Adenom in Form von Zellatypien in 
unterschiedlichem Ausmaß und aufgehobener Zellarchitektur. Bei weiterem 
Fortschreiten entdifferenzieren sich die Zellen immer mehr und vermehren sich 



















et al., 1996; Böcker et al., 2001). Schließlich durchbrechen die entarteten Zellen 
als Adenokarzinom die Baselmembran der Kolonschleimhaut, wandern in fremde 
Territorien ein und besiedeln diese (Passarge, 2008). 
Die fehlerhafte Funktion des MMR-Systems bewirkt eine Instabilität der DNA und 
wird durch eine Anhäufung von repetitiven Sequenzen (Mikrosatelliten) sichtbar. 
Mikrosatelliten sind Sequenzen mit einer variablen Anzahl von Kopievariationen, 
die in den nicht-codierenden Bereichen des Genoms verteilt vorkommen. Sie 
können beispielsweise in Form von Dinukleotiden (CACA), Trinukleotiden 
(CACACA) oder Tetranukleotiden (CACACACA) vorliegen (Passarge, 2008). Sie 
weisen in allen Körperzellen in jedem Allel eines Individuums eine definierte 
Anzahl von Motivwiederholungen auf, die interindividuell variieren können 
(Homepage der Arbeitsgruppe „Hereditäre Tumordisposition und molekulare 
Onkologie“). Bei der Replikation dieser Sequenzen können Fehlpaarungen 
auftreten (Mikrosatelliteninstabilität; MSI), da sich der Matrizenstrang gegen den 
neusynthetisierten Strang verschieben kann. Die ungepaarten Basen bilden eine 
Schleife. Bei erneuter Replikation wird die Schleife nicht herausgeschnitten, 
sondern der Matrizenstang erweitert, so dass die Sequenz verlängert (Insertion) 
wird. Aber auch Verkürzungen (Deletion) der Sequenzen können auftreten 
(www.wikipedia.de). Liegen Unterschiede in der Sequenzlänge zwischen Tumor- 
und gesundem Gewebe vor, kann dies als Hinweis auf Fehler des DNA-Mismatch-
Reparatur-Systems gewertet werden. Die unterschiedliche Länge der DNA-
Repeats hat meistens keinen direkten Effekt auf die Funktion von Tumorgenen 
(Seyffert, 2003). Im Falle des HNPCC-Syndroms liegt die Frequenz der 
Mikrosatelliteninstabilität in HNPCC-assoziierten Tumoren bei 90 %, während sie 
bei sporadisch auftretenden Tumoren nur 15 % beträgt (Boland et al., 1998). 
1.2 Die hMLH1- und hMSH2-Gene 
Beide Gene gehören zur Familie der DNA-Mismatch-Reparatur-Gene. Die 
Abkürzung hMLH1 bedeutet „humanes MutL Homolog 1“ und hMSH2 „humanes 
MutS Homolog 2“. Die Bezeichnung beruht darauf, dass beide Gene Proteine 
codieren, die ähnlich - „homolog“ - zu zuerst entdeckten Proteinen im Bakterium 
Escherichia coli sind. Die in Escherichia coli gefundenen Proteine MutS, MutL und 





Deletionen zu erkennen und zu reparieren (Plotz et al., 2002). Die Proteine MutS, 
MutL und MutH arbeiten dabei koordiniert zusammen (Han et al., 1995). MutS 
erkennt und bindet an die Basenfehlpaarung und bildet anschließend einen 
Komplex mit MutL. Dieser Komplex wiederum aktiviert die Exonuklease MutH, 
welche die Reparatur der falschen DNA-Abfolge initiiert (Plotz et al., 2002).  Bei 
späteren Untersuchungen hat man festgestellt, dass sich Elemente dieses 
MutLHS-Systems evolutionär erhalten haben und sowohl in prokaryotischen als 
auch in Säugetierzellen eine ähnliche Funktionsweise wie bei Escherichia coli 
aufweisen (Han et al., 1995). Diese Gene wurden in dieser Arbeit untersucht. 
1.2.1 Lokalisation, Struktur und Funktion der hMHL-Gene 
Das hMLH1-Gen ist auf Chromosom 3 (3p21.3-p22.2) lokalisiert 
(www.genecards.org). Der codierende Bereich besteht aus 19 Exons, deren 
Länge zwischen 43 bis 371 bp beträgt (Han et al., 1995). Die Größe des gesamten 
Gens beträgt 57.5 kb (www.genecards.org).  
 
 
Abb. 2.: Schema der Exon-/Intron-Struktur des hMLH1-Gens. Exons sind durch Kästchen, Introns 
durch die dazwischen liegenden Striche dargestellt. Die jeweiligen Längen sind entsprechend dem 
gewählten Maßstab angegeben (nach Han et al., 1995). 
Das hMSH2-Gen liegt auf Chromosom 2 und hat den Genlocus 2p21. Es hat eine 
Größe von 159.3 kb (www.genecards.org) und besteht aus 16 Exons (Kolodner et 
al., 1994).  
 
 
Abb. 3.: Schema der Exon-/Intron-Struktur des hMSH2-Gens. Die Kästchen, beziffert mit den 
Nummern 1 bis 16, stellen die einzelnen Exons dar. Die Größe jedes einzelnen Exons ist durch die 
Zahl unterhalb des Exons, die Größe der einzelnen Introns durch die Zahl über den Exons 





Die Genprodukte der in dieser Arbeit untersuchten MLH1- und MSH2-Gene bilden 
mit Genprodukten weiterer Gene aus der MMR-Familie (MSH3, MSH6, PMS1, 
PMS2, MLH3) jeweils Proteinkomplexe. Das MLH1-Gen codiert mit dem PMS2-
Gen (MutLα), dem PMS1-Gen (MutLβ) und dem MLH3-Gen (MutLγ) zusammen 
für die 3 Heterodimere des MutL-Proteins (Guarne et al., 2004; 
www.genecards.org). Das Proteinprodukt des MSH2-Gens bildet mit den 
Proteinprodukten des MSH6- oder MSH3-Gens den MutS-Proteinkomplex 
(Palombo et al., 1995). Ihre Aufgabe ist es, Fehlpaarungen zu erkennen und zu 
korrigieren. Als erster Schritt der Fehlpaarungsreparatur bindet der MutS-Komplex 
an den Mismatch (Wu et al., 2008). Abhängig von der Größe und Struktur des 
Mismatches bindet dabei entweder das Heterodimer MutSα (MSH2 und MSH6) 
oder MutSβ (MSH2 und MSH3). An Basenfehlpaarungen und einzelne ungepaarte 
Basen (Single-Base-Loop) bindet der MutSα-Komplex (Palombo et al., 1995). Das 
Heterodimer MutSβ erkennt hingegen ausgestülpte Einzelstränge an längeren 
Insertionen und Deletionen (Seyffert et al., 2003). Nach der Erkennung und 
Bindung durch MutS wird als nächster Schritt das Heterodimer MutL (MLH1 und 
PMS2) rekrutiert. Beide Heterodimere assoziieren und gleiten dann als 
MutS/MutL-Komplex den DNA-Strang entlang bis sie an die Stelle des 
Einzelstrangabbruchs gelangen (Wu et al., 2008). Dort wird der Komplex MutH 
aktiviert. MutH baut dann den unmethylierten, neusynthetisierten DNA-Strang ab, 
der die fehlgepaarte Base enthält (Fishel et al., 1998). Die entstehende Lücke wird 
durch die Polymerase III geschlossen (Wu et al., 2008), die durch MutL aktiviert 
wird (www.genecards.org). 
1.3 Detektion von Struktur- und Sequenzveränderungen bei 
HNPCC 
Bei Verdacht auf ein HNPCC kann das Vorliegen von Längenunterschieden der 
Mikrosatelliten mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen 
werden. Sind Längenunterschiede vorhanden, kann man die DNA-Sequenz mittels 
Sequenzierung auf Mutationen der MMR-Gene untersuchen.  
Zur Detektion von Punktmutationen, kleineren Deletionen und Insertionen ist die 
Direktsequenzierung eine sehr effektive Methode. Da sie aber mit einem hohen 





Screening-Techniken vorgeschaltet, wie die in dieser Arbeit verwendete 
Denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie (DHPLC), die 
Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse (SSCP) oder die 
Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE). 
1.3.1 Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse 
(SSCP)  
Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse (Single Strand 
Conformation Polymorphism Analysis; SSCP) beruht auf der Trennung von 
denaturierten PCR-Produkten in einem Polyacrylamid-Gel. Mutationstragende 
DNA-Einzelstrangfragmente werden erkannt, weil sie aufgrund ihrer veränderten 
Sekundärstruktur, im Vergleich zur Normalsequenz, in einer Gelelektrophorese 
unterschiedlich schnell wandern (Böcker et al., 2001). Bereits der Austausch eines 
Basenpaares kann eine Änderung der Sekundärstruktur bewirken. Im Gel werden 
bei mutationstragenden DNA-Einzelstrangfragmenten Banden an anderen 
Lokalisationen als bei der Normalsequenz sichtbar (Lang, 2001). Nachteilig ist, 
dass diese Methode keine Aussage über den Zusammenhang zwischen 
Geschwindigkeitsveränderung und Häufigkeit der Mutationen erlaubt. Sie sagt 
also nur aus, ob die DNA-Fragmente identisch oder verschieden sind. Außerdem 
liegt die für die Detektion optimale Fragmentgröße bei nur ca. 200 Basenpaaren 
(Orita et al, 1989).  
1.3.2 Die denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) 
Bei der denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) wandern mittels 
PCR vervielfältigte DNA-Fragmente durch ein Gradienten-Gel, welches 
unterschiedliche Salzkonzentrationen an beiden Polen aufweist. Als gelöste Salze 
werden Formamid (das Amid der Ameisensäure) oder Harnstoff (das Amid der 
Kohlensäure) verwendet, die in steigender Konzentration DNA-Doppelstränge - 
ähnlich wie eine Hitzeeinwirkung - trennen. DNA-Doppelstrangfragmente, die 
keine Sequenzveränderung aufweisen, binden stabiler aneinander und trennen 
sich erst bei höherer Konzentration der Salze. DNA-Fragmente mit Mutationen 
hingegen trennen sich schon bei niedrigeren Salzkonzentrationen, weil sie 
aufgrund der Basenfehlpaarung instabiler binden. Da die Wanderung der 





eine Auftrennung der Fragmente im Gradienten-Gel. Bereits eine Punktmutation 
verändert dabei das Schmelzverhalten (Mülhardt, 2009) und kann bei geeigneten 
Versuchsbedingungen detektiert werden (Homepage „Bayerisches Landesamt für 
Umwelt“). Mit der DGGE können ungefähr doppelt so große DNA-Fragmenten wie 
bei der SSCP analysiert werden. 
1.3.3 Die denaturierende Hochdruckflüssigkeits-
Chromatographie (DHPLC) 
Die in dieser Arbeit verwendete denaturierende Hochdruckflüssigkeits-
Chromatographie (DHPLC) ist den oben beschriebenen Verfahren überlegen, da 
sie mit weniger „Handarbeit“ verbunden ist und sich automatisieren lässt. Dies ist 
insbesondere zum Nachweis von Mutationen in großen Genen, wie bei den in 
dieser Arbeit untersuchten Genen MLH1 und MSH2, sinnvoll. Um einen Beitrag 
zur Identifizierung von an HNPCC-Erkrankten zu leisten und ihnen eine bessere 
Behandlung zu ermöglichen, wurden in dieser Arbeit die Bedingungen für das 
DHPLC-Verfahren für die untersuchten Gene etabliert. 
Die DHPLC ist ein Chromatographieverfahren, bei dem die Mutationsanalyse auf 
der Detektion von Heteroduplex-Formationen in PCR-Produkten beruht 
(Transgenomic, 1999). In einem ersten Schritt werden die zu untersuchenden 
PCR-Produkte, die sowohl Wildtyp-DNA als auch mutierte DNA enthalten, 
kontrolliert erhitzt. Dadurch trennen sich (denaturieren) die DNA-Doppelstränge in 
DNA-Einzelstränge auf. Während der anschließenden langsamen Abkühlung 
lagern sich die DNA-Einzelstränge willkürlich wieder aneinander (rehybridisieren). 
Ein Austausch einer Base, beispielsweise G-C gegen G-A, in einem DNA-
Einzelstrang führt zu einer unvollständigen Paarung des DNA-Doppelstrangs an 
dieser Stelle (Abb. 4.). Infolgedessen hybridisieren die komplementären DNA-
Einzelstränge vom Wildtyp (Base Guanin, G) und mutanter DNA (Base Thymin, T) 
in diesem Bereich unvollständig.  
Liegt wie in Abb. 4. dargestellt eine Sequenzvariation vor, entstehen bei der 
Hybridisierung optimal gepaarte Homoduplices aus den Originaleinzelsträngen 
und nicht komplementär gepaarte Heteroduplices aus einem Wildtyp- und einem 










Abb. 4.: Schematische Darstellung der Homo- und Heteroduplex-Bildung durch Hybridisierung mit 
Bildung von optimal gepaarten Homoduplices und nicht komplementär gepaarten Heteroduplices 
(aus Bienert et al., 2004). 
Die anschließende Auftrennung der Homoduplices (T-A und G-C) bzw. 
Heteroduplices (T-C und A-G) durch Chromatographie erfolgt in zwei Phasen, 
einer stationären und einer mobilen Phase. Die stationäre Phase ist eine 
hydrophobe Chromatographiesäule aus einem Polystyrol-Divinylbenzol-
Copolymer. Die mobile Phase besteht aus den Puffern A und B, die unter hohem 
Druck (bis über 1000 bar) über die stationäre Säule gespült werden. Beide Puffer 
setzen sich aus Triethylammoniumacetat (TEAA) und Acetonitril in 
unterschiedlichen Konzentrationen zusammen. Über den Säulenverlauf besteht 
ein Konzentrationsgradient der Acetonitril-Konzentration. 
Da die Säule elektrisch neutral geladen ist, können die amplifizierten DNA-
Fragmente nicht von alleine an sie binden (Transgenomic, 1999). Sie werden über 
einen Mittler, nämlich die in den Puffern A und B enthaltene, ionenpaarende 
Substanz Triethylammoniumacetat (=TEAA), an die Säulenmatrix gebunden.  
Triethylammoniumacetat (TEAA) adsorbiert dabei einerseits spezifisch über seine 
Alkylketten an die hydrophobe Säulenmatrix, andererseits interagiert es über seine 
Ammonium-Kationen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA-
Moleküle. Dadurch werden diese wie in Abb. 5. dargestellt an die Säulenmatrix 
gebunden. Je länger ein DNA-Fragment ist, desto mehr negative 
Bindungsmöglichkeiten an die Matrix mittels Triethylammoniumacetat (TEAA) gibt 
es und umso stärker ist die Adsorption gegenüber einem kürzerem Fragment 







Abb. 5.: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen den negativ geladenen DNA-
Molekülen (mit gelben * gekennzeichnet) und den positiv geladenen Ammoniumresten der 
ionenpaarenden Substanz Triethylammoniumacetat (TEAA) (aus Schwarzer, 2002). 
Die DNA-Fragmente werden von der stationären Säule durch den Eluenten 
Acetonitril in der mobilen Phase ausgewaschen. Mit steigender Konzentration 
vermindert Acetonitril die Interaktion zwischen Triethylammoniumacetat (TEAA) 
und der Matrix. Das Verhältnis der Puffer A und B zueinander bestimmt die 
Geschwindigkeit der Elution (Heinritz, 2004). Kurze DNA-Fragmente werden 
schneller als lange DNA-Fragmente ausgewaschen, weil sie weniger 
Adsorptionsstellen aufweisen. Die austretenden DNA-Fragmente werden durch 
einen UV-Detektor erfasst und die Signale mit der systemeigenen Software 
(WAVE®Maker) verarbeitet und als Chromatogramm dargestellt (Mitchell et al., 
2011). In den Chromatogrammen wird die Retentionszeit der Fragmente in 
Minuten (Abszisse) gegen die Spannung in mV (Ordinate) aufgetragen. 
Unter nicht-denaturierenden Temperaturen unterschieden sich die 
Chromatografie-Eigenschaften von Homo- und Heteroduplices kaum (Bienert et 
al., 2004), da die Doppelstränge nicht aufgetrennt werden. Aus diesem Grund 
werden Homo- und Heteroduplices gleichschnell aus der Säule ausgewaschen 
(Retentionszeit). Im Chromatogramm erhält man wie in Abb. 6. bei den 
Temperaturen 51°C bis 53°C dargestellt jeweils nur einen Peak für Homo- und 
Heteroduplices, der sich nicht unterscheidet. Erst eine kontrollierte Steigerung der 
Temperatur auf ca. 55°C (Schmelztemperatur) erlaubt eine Unterscheidung der 




















Abb. 6.: Nebeneinander abgebildete Chromatogramme mit gleicher Absorption von 254 nm. Bei 
stufenweiser Erhöhung der Temperatur (Ordinate) denaturieren Homo- und Heteroduplices und 
werden zeitversetzt ausgewaschen. Da die Einzelstrang-Fragmente schwächer mit der stationären 
Phase interagieren, verkürzt sich die Retentionszeit (Abszisse). Bei einer Auftrennung unter- und 
oberhalb der Schmelztemperatur sind die Peaks von Homo- und Heteroduplices nicht zu 
unterscheiden (aus Mitchel et al., 2011). 
Die Heteroduplices denaturieren zu beiden Seiten des Mismatches und zerfallen 
früher als die Homoduplices in DNA-Einzelstränge (Mitchell et al., 2011). Da die 
Einzelstränge im Vergleich zu den stabileren Doppelstrang-Fragmenten eine 
geringere negative Ladung aufweisen, werden sie bei Anstieg des Acetonitril-
Gradienten früher als die doppelsträngigen Fragmente eluiert (Mitchell et al., 
2011). Die Heteroduplices werden also aufgrund ihrer geringeren Stabilität bei 
höheren Temperaturen vor den Homoduplices ausgewaschen (Kuklin et al., 1998). 
Sie werden im Chromatogramm als Peak vor dem Peak der Wildtyp-DNA 
dargestellt, wie in Abb. 6 bei einer Temperatur von 56°C. Bei optimaler 
temperaturabhängiger Auftrennung zeigen die auffälligen Proben idealerweise 4 
Peaks: zuerst die zwei Heteroduplices und zeitversetzt die beiden Homoduplices 
(Heinritz, 2004). In Abb. 6 sind entsprechende „Idealkurven“ bei den 






Bei einer Auftrennung über der Schmelztemperatur liegen alle DNA-Fragmente als 
Einzelstrang vor, so dass Homo- und Heteroduplices nicht mehr zu unterscheiden 
sind.  
Zum Auffinden neuer Mutationen muss die Schmelztemperatur für die zu 
untersuchenden DNA-Fragmente, wie in dieser Arbeit erfolgt, ermittelt werden. 
Durch die Optimierung der Denaturierungstemperatur werden die Mutationen 
innerhalb der Chromatogramme durch abweichende Kurvenverläufe erkennbar 






2 Ziele dieser Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Beitrag zur molekulargenetischen Diagnostik 
eines hereditären nicht-polypösen kolorektalen Karzinoms (HNPCC) geleistet 
werden, indem in den untersuchten Genen MLH1 und MSH2 prädisponierende 
Mutationen zuverlässig und praktikabel identifiziert werden. Als 
Nachweisverfahren wird dafür die denaturierende Hochdruckflüssigkeits-
Chromatographie (DHPLC) angewandt und für die exonischen und flankierenden 
intronischen Abschnitte der Gene MLH1 und MSH2 die Analysenbedingungen 
optimiert. Ziel ist dabei HNPCC-assoziierte Mutationen in klinisch auffälligen 
Familien nachzuweisen, ohne die untersuchten Gene von vornherein vollständig 
sequenzieren zu müssen. Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten wurden 
primär hausintern auf Mutationen in den sog. Brustkrebsgenen BRCA1 und 
BRAC2 untersucht. Da die Familienanamnese der ausgewählten Patienten eine 
genetische Erkrankung nahe legte, obwohl in den untersuchten Brustkrebsgenen 
keine Mutationen nachgewiesen werden konnten, wurden die Gene MLH1 und 
MSH2 der gleichen Patienten in dieser Arbeit der DHPLC-Analyse zugeführt. Erst 
nachdem mittels der DHPLC eine Vorauswahl getroffen wurde, wird zur 
Bestätigung eine Sequenzanalyse durchgeführt. Die so diagnostizierten Individuen 
können frühzeitig in das Vorsorgeprogramm aufgenommen oder ggf. therapiert 
werden. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse fließen in die Datenbank des 












3 Patienten, Material und Methoden 
Die praktische Arbeit wurde in der Zeit vom 02.12.2004 bis 03.07.2006 am Institut 
für Humangenetik der Universität Leipzig durchgeführt. 
3.1 Patienten  
Für diese Arbeit wurden DNA-Proben aus antikoaguliertem, peripherem Blut von 
28 Patienten gewonnen und auf HNPCC-assoziierte Mutationen in den Genen 
MLH1 und MSH2 hin untersucht.  
Die Proben stammen aus einer Patientengruppe des Instituts für Humangenetik 
der Universität Leipzig. Die seit 1998 in diese Gruppe aufgenommenen Patienten 
waren an einem gynäkologischen Tumor erkrankt und von ihren behandelnden 
Ärzten zur Genetischen Beratung und Abklärung an das Institut für Humangenetik 
überwiesen worden, weil eine familiäre Häufung von Tumorerkrankungen 
aufgefallen war. Ursprünglich wurden die DNA-Proben der Patienten auf 
Mutationen in den sog. Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2 untersucht. In 
diesen Genen konnten jedoch keine Mutationen nachgewiesen werden.  
Da aufgrund der Familienanamnese dennoch der Verdacht einer genetischen 
Prädisposition vorlag, wurden im Rahmen dieser Arbeit aus der institutsinternen 
Gruppe die Patienten ausgewählt, welche die klinischen Diagnosekriterien (Vgl. 
1.1.2.) eines HNPCC erfüllten. Entsprechend wurden anhand der Amsterdam-II-
Kriterien (17 der betroffenen Patienten) bzw. der Bethesda-Kriterien (11 der 
Patienten erfüllten mindestens eins der Kriterien) 26 Patientinnen und 2 Patienten 
ausgewählt, die im Zeitraum von 1998 bis 2004 an einem gynäkologischen Tumor 
erkrankt waren. Bei einer der ausgewählten Patientinnen bestand eine Dysplasie 
der Portio, bei einer weiteren ein Ovarialkarzinom. Die übrigen Patientinnen und 
die zwei männlichen Patienten waren an einem Mamma-Karzinom erkrankt. Die 
klinischen Merkmale, die für die Auswahl eine Rolle gespielt haben, wie 
beispielsweise die Tumor-Diagnosen oder das Erkrankungsalter der ausgewählten 





Tab. 3.: Wesentliche klinische Merkmale der 28 untersuchten Patienten, betroffene 
Familienmitglieder und die Art der aufgetretenen Tumoren. 
ms. = mütterlicherseits  vs. = väterlicherseits 
re. = rechts   li. = links 
Ca. = Karzinom   ? = unbekannt (bezogen auf das Alter bzw. den Karzinomtyp ) 
Patienten (Diagnose, Alter 
bei Erkrankung) 
Familienangehörige(r) (Tumorerkrankungen, 
Alter bei Erkrankung) 
  1    676/98 (Mamma-Ca., 31) Großmutter ms. (Mamma-Ca., 39); Mutter (Gallengang-Ca., 
58); Neffe (Hoden-Ca., 22) 
  2    301/99 (Mamma-Ca., 58) Onkel vs. (Prostata, 67); Tante ms. (Urogenitaltrakt-Ca., ?); 
Tochter a der Cousine vs. (Mamma-Ca., 39); Tochter b der 
Cousine vs. (Mamma-Ca., ?) 
  3    322/99 (Mamma-Ca., 23) Vater (Magen-Ca., 56); Mutter (Mamma-Ca., 53) 
  4    182/99 (Mamma-Ca., 54) Großmutter vs. (Unterleibs-Ca., 52); Großmutter ms. 
(Lungen-Ca., 60); Vater (Magen-Ca., 52); Mutter (Leukämie, 
52) 
  5    130/99 (Mamma-Ca., 32) Großvater vs. (Magen-Ca., ?); Großvater ms. (Darm-Ca., ?); 
Großmutter ms. (Unterleibs-Ca., ?); Vater (Darm-Ca., 62); 
Mutter (Unterleibs-Ca., 48) 
  6    591/00 (Mamma-Ca., 54) Großvater vs. (Lungen-Ca., 50); Großmutter ms. (Unterleibs-
Ca., 47); Mutter (Unterleibs-Ca., 57); Tante vs. (Leukämie, 
?); Cousine vs. (Urogenitaltrakt-Ca., 56/Mamma-Ca., 60) 
  7    116/00 (Mamma-Ca., 30) Großmutter vs. (Mamma-Ca., 70);  Großmutter ms. 
(Mamma-Ca., 65) 
  8    380/00 (Mamma-Ca., 49) Großmutter ms. (Mamma-Ca., ?); Mutter (Darm-Ca., ?); 
Cousine ms. (Cervix-Ca., 31) 
  9    625/01 (Mamma-Ca-, ?) Großmutter ms. (Leber-Ca., ?); Vater (Ösophagus-Ca., ?); 
Mutter (Mamma-Ca., 39); Tante a ms. (Unterleibs-Ca.,?); 
Tante b ms. (Mamma-Ca., ?); Tochter von Tante b 
(Mamma.Ca., ?) 
10    241/01 (Mamma-Ca., 41) Urgroßvater ms. (Magen-Ca., 70); Vater (Nieren-Ca., 44); 
Mutter (Mamma-Ca., 57); Onkel vs. (Haut-Ca., 80); 
Großtante a ms. (Mamma-Ca., ?); Großtante b ms. 
(Leukämie, ?); Tochter von Großtante c ms. (Leukämie, 4);  
11    634/01 (Mamma-Ca., 45) Großmutter ms. (Colon-Ca., 70) 
12    423/02 (Dysplasie der  
Portio, 23) 
Urgroßmutter vs. (?,?); Urgroßmutter ms. (Unterleibs-Ca., ?); 
Großmutter vs. (Unterleibs-Ca., ?); Mutter (Mamma-Ca., 46/ 
Leber-Ca., 55); Bruder (Colon-Ca.; 47); Tante a vs. 







Tab. 3. Fortsetzung: Wesentliche klinische Merkmale der 28 untersuchten Patienten, betroffene 
Familienmitglieder und die Art der aufgetretenen Tumoren. 
13    579/02 (Ovarial-Ca., 63) Mutter (Ovarial-Ca, 39); Bruder (Prostata-Ca., 55/Colon-& 
Dünndarm-Ca., 57) 
14    105/02 (Mamma-Ca., 47) Großvater ms. (Magen-Ca., 49); Großmutter vs. (Mamma-
Ca., 81); Onkel a vs. (Leber-Ca., 80/Pankreas-Ca., 84); 
Onkel b vs. (Rektum-Ca., 61/Leber-Ca., 70); Tante vs. 
(Leukämie, 70); Tante ms. (Rektum-Ca., 81) 
15    215/02 (Mamma-Ca., 40) Großmutter ms. (Mamma-Ca., ?); Mutter (Ovarial-Ca., 50) 
16      65/02 (Mamma-Ca., 40) Großmutter ms. (Unterleibs-Ca., 59); Onkel b ms. (Magen-
Ca., 52); Sohn von Onkel a ms. (Nieren-Ca., 59); Großneffe 
(Nieren-Ca., 2) 
17    184/02 (Mamma-Ca., 48) Großvater vs. (Magen-Ca, 49); Mutter (Mamma-Ca, 46) 
18    234/02 (Mamma-Ca., 54) Großvater ms. (Darm-Ca., 60); Vater (Darm-Ca., 56); 
Schwester (Darm-Ca., 60); Tante a ms. (Magen-Ca., 60); 
Tante b ms. (Magen-Ca., 61); 
19    308/03 (Mamma-Ca. re., 69) Großmutter ms. (Colon-Ca., 62); Mutter (Mamma-Ca., 60); 
Großtante ms. (Mamma-Ca., 24); Tochter (Mamma-Ca., 47) 
20      15/03 (Mamma-Ca., 35) Großvater vs. (?, 30); Großmutter vs. (?, 63); Großvater ms. 
(Prostata-Ca., 60); Großmutter ms. (Mamma-Ca., 25) 
21    321/03 (Mamma-Ca., 38) Großvater vs. (Magen-Ca., 65); Großmutter ms. (Haut-Ca., 
71) 
22    286/03 (Mamma-Ca. li., 64) Großvater vs. (Colon-Ca., 74); Großmutter vs. (Colon-Ca., 
60/ Magen-Ca., 60); Vater (Colon-Ca., 64); Mutter (Colon-
Ca., 79) 
23    319/03 (Mamma-Ca. re., 35) Großvater vs. (Lungen-Ca., 71); Schwester (Cis des Uterus, 
36) 
24      17/03 (Mamma-Ca., 36) Großmutter ms. (Pankreas-Ca., 58); Vater (Gallengangs-
Ca., 64); Onkel vs. (Prostata-Ca., 60); Tante ms. (Unterleibs-
Ca., 61); Sohn des Cousin vs. (Hirntumor, 9)  
25    399/04 (Mamma-Ca., 53) Urgroßmutter ms. (Mamma-Ca., ?); Mutter (Mamma-Ca., 
77); Schwester (Cervix-Ca., 29/Gallengangs-Ca., 38); 
Cousine ms. (Unterleibs-Ca., 29) 
26    169/04 (Mamma-Ca., 37) Mutter (Mamma-Ca., 39); Tante ms. (Mamma-Ca., 40); 







Tab. 3. Fortsetzung: Wesentliche klinische Merkmale der 28 untersuchten Patienten, betroffene 
Familienmitglieder und die Art der aufgetretenen Tumoren. 
27    396/04 (Mamma-Ca., 56) Großvater ms. (Magen-Ca., 71); Großmutter ms. (Unterleibs-
Ca., 76); Mutter (Colon-Ca., 63/Ovarial-Ca., 63); Schwester 
a (Colon-Ca., 40/Ovarial-Ca., 38); Schwester b (Colon-Ca., 
55/Ovarial-Ca., 53); Großtante ms (Urogenitaltrakt-Ca., 47) 
28     18/04 (Mamma-Ca., 53) Mutter (Mamma-Ca.,  52); Schwester (Colon-Ca., 63); Tante 
a ms. (Mamma-Ca., 52); Tochter von Tante a ms. 
(Hirntumor, 70); Tochter von Tante b ms. (Unterleibs-Ca., 
30) 
Aus den Blutproben der ausgewählten Patienten wurde die DNA isoliert und die 
Exons der Gene MLH1 und MSH2 auf Mutationen untersucht, in denen gemäß 
den Datenbanken (Vgl. http://www.insight-group.org/; http://hgmd.org) eine 
größere Wahrscheinlichkeit für Sequenzveränderungen zu erwarten war (sog. 
Hotspots). Entsprechend wurden alle Exons von MLH1 außer 3, 5-7, 9-10, 14-15 
und 18 sowie alle Exons von MSH2 außer Exon 1-2, 4, 9 und 14 einschließlich der 
flankierenden Exon-/Intron-Grenzen untersucht.  






Glasplatten für Gelelektrophorese 36 
cm (42 cm lang, 25,3 cm breit; 2 
Spacer 0,2 mm dick) 
Perkin Elmer, Darmstadt 
 
Handschuhe 
- Safeskin (Powderfree) 
- Nitrilgloves  
 
Safeskin GmbH, Neufahm 
Kimwipes fusselfreie Zellstofftücher Kimberley-Clark, Dallas, USA 










- Eppendorf Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen 
Pipettenspitzen MiniFlex 2 mm 
Greiner, Frickenhausen 
Roth GmbH, Karlsruhe 
Reaktionsröhrchen 
- 0,2 ml MicroampTM autoklaviert 
- 0,2 ml Röhrchen, sterilisiert 
- 0,5 ml Röhrchen, sterilisiert 
- 1,5 ml Röhrchen, sterilisiert 
 




3.2.2 Technische Geräte 
Technische Geräte Herstellerfirmen 
BioPhotometer Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, 
Hamburg 
DHPLC 
WAVETM Nucleic Acid Fragment  
Analysis System 





GIBCO/BRL GmbH, Eggenstein 
 
Laborwaage PB 303 Delta Range Mettler, Toledo 
Magnetrührer 
- IKAMAGRET 




Microwelle, Micromat AEG 
Mixer, Vortexer 
- REAX 2000 




PCR-Thermocycler (mit 200 µl Einsatz) 
- Perkin Elmer TC 2400 
- Hybaid PCR Sprint Thermal 
Cycler 
 
Perkin Elmer, Darmstadt 
Hybaid, Ashford 
Reinstwasseranlage, Seralpur SERAL 





Thermomixer 5436 und 5437 Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifugen 
- 5415 C 
- Nanofuge 





HIS, San Francisco, CA, USA 
National Labnet Co., Woodbridge, NJ, 
USA 
Stratagene, Heidelberg 
UV-Transilluminator Eagle Eye, Video 
Copy Prozessor 
Stratagene, Heidelberg; Mitsubishi 
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H Uni Equip, Martinsried 
3.2.3 Reagenzien 
Reagenzien Herstellerfirmen 
25 mM MgCl2 Perkin Elmer, Darmstadt 
Acetonitril Roth GmbH, Karlsruhe 
Alconox (1 % Waschlösung) Aldrich, Milwaukee, WI, USA 
Agarose SERVA Standard EEO Serva, Heidelberg 
Ammoniumpersulfat (APS), 10 %     
50,0 mg Ammoniumpersulfat mit  
aqua. bidest. ad 500 µl 
 Aldrich, Milwaukee, WI, USA  
dNTP-Set, ultrapure (200 µM pro 
dNTP) 
a 20 µl dATP, dCTP, dGTP, dTTP mit 
aqua. bidest. ad 1000 µl 
 (Pharmacia biotech, Freiburg)  
Ethanol p.a. Merck, Darmstadt 
Formamid Amresco, Cleveland, OH, USA 
Harnstoff Bio-Rad, München 
HPLC-Wasser Merck, Darmstadt 
Isopropanol p.a. Merck, Darmstadt 
Metaphor Biozym, Oldendorf 
Natriumacetat (3 M, pH 4,6) Perkin Elmer, Darmstadt 
Page Plus (40 % Stammlösung) Amresco, Cleveland, OH, USA 





Triethylamminoacetat (TEAA, 2 M) Transgenomic, Omaha, Nebraska, 
USA 
3.2.4 Lösungen und Puffer 
Lösungen und Puffer Mengen/Herstellerfirmen 
10 x PCR-Puffer II Perkin Elmer, Darmstadt 
10 x TBE-Puffer 108,0 g Tris Base (Bio-Rad, München), 
55,0 g Borsäure (Merck, Darmstadt), 
40,0 ml Na EDTA (Sigma, Steinheim), 
aqua bidest. ad 1000 ml 
10 x TE-Puffer 1,21 g Tris (Serva, Heidelberg), 372 
mg EDTA (Sigma, Steinheim), 75 ml 
aqua. bidest. mit HCLkonz auf pH 7,5 
einstellen aqua bidest. ad 100 ml 
0,5 M EDTA-Stammlösung  93,05 g EDTA (Sigma, Steinheim) 400 
ml aqua bidest., 6,0 g NaOH-Plättchen 
(Merck, Darmstadt) mit 10 N NaOH auf 
pH 8,0 einstellen, aqua bidest. ad 500 
ml 
2 N NaOH-Stammlösung 
 
10 N NaOH-Stammlösung 
80 g NaOH-Plättchen (Merck, 
Darmstadt) aqua bidest. ad 1000 ml, 
400 g NaOH-Plättchen (Merck, 
Darmstadt) aqua bidest. ad 1000 ml 
DHPLC-Puffer A 50 ml TEAA (Transgenomic, Omaha, 
USA), 250 µl Acetonitril (Roth GmbH, 
Karlsruhe) ad 1000 ml HPLC-Wasser  
(Merck, Darmstadt) 
DHPLC-Puffer B 50 ml TEAA (Transgenomic, Omaha, 
USA) 250 ml Acetonitril (Roth GmbH, 
Karlsruhe) ad 1000 ml HPLC-Wasser  
(Merck, Darmstadt) 
DHPLC-Puffer C 750 ml Acetonitril (Roth GmbH, 






DHPLC-Puffer D 80 ml Acetonitril (Roth GmbH, 
Karlsruhe) ad 1000 ml HPLC-Wasser 
(Merck, Darmstadt) 
3.2.5 Standards und Farbstoffe 
Größenstandards und Farbstoffe Herstellerfirmen 
1 x Bromphenolblau-Saccharose-
Lösung (1 x BBS) 
10 µl BBS aqua bidest. ad 100 ml 
10 x Bromphenolblau-Saccharose-
Lösung (10 x BBS) 
4 g (40 %) Saccharose (Merck, 
Darmstadt), 2,5 mg (0,25 %) 
Bromphenolblau (Serva, Heidelberg), 
aqua bidest. ad 1000 ml 
100 bp-Basenpaarleiter 
(1 µg/µl in TE-Puffer, pH 7,5) 
Fragmentgrößen in bp:  
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 
800, 900,1000, 1100, 1200, 1300, 
1400, 1500, 1600 
2 µl Marker-Konzentrat  
(PharmaciaBiotech, Braunschweig) 
20 µl 10 x BBS, aqua bidest. ad 160 µl 
Lagerung bei - 20˚C 
Blue Dextran 50 mg/ml Dextran-Blau (Fluka, 
Deisenhofen), 25 mM EDTA, aqua 
bidest. ad 1000 µl 
Ethidiumbromid (1 % Lösung) Serva, Heidelberg 
3.2.6 Molekulardiagnostische Kits 
Kits Herstellerfirmen 
DNA Isolationskit 
InViSorb MaxiBlood Kit  
Invitek GmbH, Berlin-Buch 
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
DNA-Sequenzier-Kit 
Big Dye® Cycle Sequencing Ready 
Reaction with AmpliTaq® DNA 
Polymerase FS 







AmpliTaq® GoldTM DNA Polymerase  
(5 U/µl) 
Perkin Elmer, Darmstadt 
 
3.3 Primer 
Die für die PCR- und Sequenzierreaktion verwendeten Primer wurden nach dem 
Vorbild von Holinski-Feder et al. (2001) von der Firma BioTeZ Berlin-Buch GmbH 
synthetisiert. Für die Verarbeitung wurden die Primer entsprechend der 
mitgelieferten Produktinformation in einer für jeden Primer angegebenen Menge 
PCR-Puffer gelöst. Dadurch entstanden jeweils 50 µmolare (50 pmol/µl) 
Lösungen. Die Stammlösungen wurden mit HPLC-Wasser im Verhältnis 1:4 auf 10 
pmol/µl verdünnt. 
Tab. 4.: Verwendete Primer für die Untersuchung des MLH1-Gens. Die Abkürzung FOR 

















































Tab. 4. Fortsetzung: Verwendete Primer für die Untersuchung des MLH1-Gens. Die Abkürzung 
FOR bezeichnet die Vorwärtssequenz, die Bezeichnung REV die Rückwärtssequenz. 
 
Tab. 5.: Verwendete Primer für die Untersuchung des MSH2-Gens. Die Abkürzung FOR 

























































































3.4 Softwareprogramme, Datenbanken und Sequenzquellen 
3.4.1 Software zur Schmelzpunktbestimmung 
Die Schmelzpunktbestimmung der PCR-Produkte für die DHPLC-Analyse erfolgte 
mit folgenden Programmen: 
- WAVE®MakerSoftware (Transgenomic, Omaha, USA) 
- DHPLC-Melt; http://insertion.stanford.edu/melt.html 
3.4.2 ABI PRISMTM Software zur Sequenzanalyse 
Zur DNA-Sequenzanalyse wurden folgende Programme eingesetzt: 
- Data Collection (Speicherung von Rohdaten) 
- Sequence Analysis® (Auswertung der Rohdaten der Sequenzierung) 
3.4.3 Mutationsdatenbanken (Online) 
Zum Abgleich der gefundenen Polymorphismen und zur Häufigkeitsangabe 
wurden folgende Mutationsdatenbanken verwendet: 
- International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours: 
www.insight-group.org/ 
- National Centre for Biotechnology Information: www.ncbi.nlm.nih.gov 
- Human Gene Mutation Database: www.hgmd.org     
- Online Mendelian Inheritance in Man: www.ncbi.nlm.nih.gov/omim 
3.4.4 DNA-Sequenzen 
Als Ausgangsinformationen für die Genanalyse wurden folgende 
Wildtypsequenzen verwendet, die im Internet unter http://www.nlm.nih.gov/ zu 
finden sind: 
- MLH1  
Locus: NC_000003; Region: 37009983….37067341; Größe: 57359 bp 
- MSH2 







3.5.1 DNA-Isolierung aus Vollblut 
Zur DNA-Isolierung wurde der InVisorb MaxiBlood Kit verwendet. 
Hierbei wurden die einzelnen EDTA-Blutproben der 28 Probanden jeweils in ein 
50 ml-Reaktionsgefäß gegeben und mit Puffer 1 auf 50 ml aufgefüllt. Dieses 
Gemisch wurde für 3 min bei 3.000 U/min zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. In einem zweiten Waschschritt wurde das Pellet erneut mit 20 ml Puffer 
1 aufgeschüttelt und bei 3.000 U/min 3 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
wieder verworfen. Zum im Gefäß verbleibenden Pellet wurden 3 ml Puffer 2 und 
50 µl Proteinase K zugegeben und gemischt, bis sich das Pellet gelöst hat. 
Danach wurde bei 60°C eine Stunde im Wasserbad inkubiert. Nach Umfüllen der 
Proben in 15 ml-Reaktionsgefäße wurden 1,8 ml Puffer 3 zugegeben, 20 sek 
kräftig geschüttelt und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz bei 5.000 
U/min 15 min lang zentrifugiert und der Überstand in ein neues 15 ml-
Reaktionsgefäß gefüllt. Die DNA wurde durch Zugabe von 95 %igem Ethanol 
unter vorsichtigem Schwenken gefällt. Die entstehenden DNA-Flocken wurden mit 
Hilfe einer Pipette jeweils in ein mit 1 ml 70 %igem Ethanol gefülltes 1,5 ml-Gefäß 
überführt und 6 min bei 8.000 U/min zentrifugiert. Das Ethanol wurde 
anschließend vorsichtig abpipettiert. Das DNA-Pellet wurde dann 3-5 min in der 
Vakuumzentrifuge getrocknet und der Größe entsprechend in 1 x TE-Puffer gelöst. 
Die extrahierte DNA wurde bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
Zur Qualitäts- und Quantitätsbestimmung der isolierten DNA wurde eine 
Kontrollelektophorese durchgeführt. Dafür wurde eine Mischung aus 1 µl der 1:10 
DNA-Verdünnung mit 9 µl 1 x BBS auf einem 0,7 % Agarosegel aufgetragen und 
die Laufgeschwindigkeit und Größe geprüft. 
Die optische Dichte wurde nach Herstellung einer 1:50 Verdünnung photometrisch 
bei 260 nm und 280 nm im Spektophotometer gemessen und der Quotient aus 
beiden Werten ermittelt. Als Vergleichswert wurde von einem Wert von ca. 1,8 für 





3.5.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) 
3.5.2.1 PCR-Bedingungen 
Für die Vervielfältigung mittels PCR (Polymerase Chain Reaction) wurden die 
einzelnen DNA-Proben auf eine Konzentration von 40 ng/µl verdünnt. Von einer 
ausreichend hohen Qualität der DNA wurde aufgrund deutlicher Banden in der 
Kontrollelektophorese ausgegangen. Für die Reaktionsansätze und Methoden der 
PCR wurden laboreigene, bereits vorhandene Bedingungen verwendet. Jeder 
Reaktionsansatz enthielt neben DNA, Primern, Taq-Polymerase, dNTPs auch 
Puffer und MgCl2. Für die Herstellung des Reaktionsansatzes wurden in einem 
ersten Schritt 2 µl DNA-Templates auf den Boden eines PCR-Röhrchens 
vorgelegt. In einem zweiten Schritt wurde aus Exon-spezifischem Primer, Puffer, 
MgCl2, freien dNTPs, Aqua bidest. sowie der zum Schluss zugegebenen Taq-
Polymerase eine Mischung (sog. Mastermix) hergestellt, wobei sich das 
Gesamtvolumen des Mastermixes nach der Probenzahl richtete. Die jeweils 
verwendeten Mengen sind in Tabelle 6 zusammengestellt:  
Tab. 6.: Für die PCR verwendete Komponenten und deren eingesetzte Mengen. 
Komponenten Eingesetzte Menge (µl) 
Aqua bidest. 10,2 
10 x PCR-Puffer 2,0 
MgCl2-Lösung (25 mmol/l) 1,6 
dNTPs (2 mmol/l) 2,0 
Primer FOR (10 pmol/µl) 1,0 
Primer REV (10 pmol/µl) 1,0 
Polymerase AmpliTaqGold (5 
U/µl) 
0,2 
DNA (40 ng/µl) 2,0 
18 µl des Mastermixes wurden nun zu den vorgelegten DNA-Templates in das 
PCR-Röhrchen hinzupipettiert. Die PCR-Röhrchen wurden gut verschlossen und 
in den mit dem jeweils Exon-spezifischen Verfahren programmierten Thermocycler 





des Templates durch Aqua bidest. ersetzt wurde. Für alle PCR-Reaktionen wurde 
das in Tabelle 7 folgende Standard-Programm verwendet. 
Tab. 7.: Verwendete Standard-Programm für alle PCR-Reaktionen. 
















Extension 72°C 5 min 1 
Aufbewahrung 4°C ∞  
*TA: Annealingtemperaturen sind in Tab. 4 und 5 aufgelistet. 
3.5.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Kontrolle der PCR auf Reinheit, Spezifität und Ausbeute wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgeführt. Für die Herstellung eines 100 ml 1,4 % Agarose-
Gels wurden 1,4 g Agarose abgewogen, mit 100 ml 1 x TBE-Puffer aufgekocht, 
gelöst und unter Rühren auf 50 bis 60 °C abgekühlt. Vor der Aushärtung in einer 
horizontalen Elektrophoresekammer wurden der Gel-Lösung 5 µl 1 %iges 
Ethidiumbromid zugegeben. Nach Erstarren des Gels wurden jeweils 2 µl der 
DNA-Amplifikate mit 2 µl 10 x BBS-Ladungspuffer gemischt und in die Geltaschen 
pipettiert. Parallel zu den PCR-Produkten wurden 5 µl 100 bp-Längenstandards 
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 
120 Volt für ca. 30 min. Nach der Laufzeit wurde das Gel in einem UV-
Transilluminator analysiert, wobei die DNA-Fragmente mittels Ethidiumbromid, 
welches mit der DNA interkaliert und nach Anregung durch UV-Licht im sichtbaren 
Bereich fluoresziert, als hell leuchtende Banden erkennbar waren. Die sichtbaren 
Banden wurden fotografisch dokumentiert. Die Abschätzung der Fragmentgröße 






3.5.3 Denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie 
(DHPLC) 
Die Analyse wurde mit Hilfe des Transgenomic WAVETM Nucleic Acid Fragment 
Analysis System durchgeführt, wie von Kuklin et al. (1998) beschrieben.  
3.5.3.1 Vorbereitung des WAVETM Systems und der Proben 
Vor der Verwendung des WAVETM Systems mussten zur täglichen Wartung und 
zur Qualitätssicherung routinemäßig die Pufferkanäle entlüftet und gespült 
werden. Die verwendeten Puffer A (0,1 M TEAA mit 0,025 % Acetonitril) und B 
(0,1 M TEAA und 25 % Acetonitril) wurden frisch hergestellt, da die 
Verwendungsdauer maximal bei einer Woche liegt. Der Injektionsapperat wurde 
mit Puffer D nach jedem Probenlauf gespült. Puffer C (75 % Acetonitril) diente als 
Waschpuffer des gesamten DHPLC-Systems. Nach jeder 100sten Injektion wurde 
die Chromatographiesäule von hochmolekularen DNA-Resten gereinigt. Nach den 
Waschschritten wurde das System equilibriert. Die Ofentemperatur war bei 50 °C 
zu halten. 
Vor der Analyse wurden die zu untersuchenden DNA-Sequenzen, die zuvor 
mittels PCR amplifiziert wurden, bei 95°C erhitzt und danach innerhalb von 30 min 
langsam auf 65°C abgekühlt, um eine Bildung der Heteroduplex- und 
Homoduplex-Formationen zu ermöglichen. 
Die Gefäße mit den Proben wurden mit geöffneten Deckeln hintereinander in das 
auf 4°C gekühlte und 96 Proben fassende Autosampler-Rack gestellt. Die 
Analysenparameter wurden in die verwendete WAVE®Maker-Software 
eingegeben, wobei jede Probe entsprechend ihrer Position im Autosampler-Rack 
erfasst wurde. Im Gradientenprotokoll wurden die Analysetemperatur (Abschnitt 
3.5.3.2), die Konzentrationen für Puffer A und B (Abschnitt 3.5.3.3.) sowie 
Reinigungsschritte mit Puffer C (clean) eingegeben.  
3.5.3.2 Theoretische und praktische Schmelzpunktbestimmung 
Um die Genfragmente von MLH1 und MSH2 in Abhängigkeit von ihrer Länge und 
ihrer Basensequenz möglichst optimal aufzutrennen, wurden vor der Analyse die 
spezifischen Schmelzbereiche bestimmt. Dafür wurden in einem ersten Schritt die 





Nebraska USA) entwickelten WAVE®Maker-Software bestimmt. Weitere 
Auswertungsprogramme sind im Internet frei unter 
http://insertion.stanford.edu/melt.html oder www.mutationsdiscovery.com 
verfügbar (Jones et al., 1999; Mitchell et al., 2011). 
Die Grundeinstellung der Schmelzpunktbestimmung ergab sich aus der Nukleotid-
Sequenz, die für jedes Fragment in die WAVE®Maker-Software eingelesen 
werden musste. Die WAVE®Maker-Software errechnet aus der eingegebenen 
Sequenz eine Schmelzkurve und stellt diese graphisch dar. Als Beispiel ist 
untenstehend die Schmelzkurve von Exon 6 des MSH2-Gens bei 55,5°C 
abgebildet (Abb. 7). Diesen graphischen Darstellungen konnte man den 
prozentualen Anteil der geschmolzenen DNA zu jeder Schmelztemperatur 
entnehmen. Als optimale Schmelztemperatur, wurde von der Firma 
Transgenomic® die Temperatur empfohlen, bei der 75 % aller vorhandenen DNA-
Stränge gerade noch doppelsträngig vorliegen.  
       
Abb. 7.: Schmelzkurve bei 55,5°C von Exon 6 des MSH2-Gens empfohlen von WAVE®Maker-
Software. Ordinate: Anteil doppelsträngiger DNA in Prozent. Abszisse: Basenpaare des Exons 6. 
Bei der praktischen Schmelzbereichsbestimmung wurde gemäß Empfehlungen 
der Firma Transgenomic® und Literaturangaben (Arnold et al., 1999) die 
Temperatur in 2°C-Schritten gesteigert und beobachtet, wie sich das 
Schmelzverhalten der Fragmente verändert. Die Temperaturen wurden so 
gewählt, dass Teile der Schmelzkurve möglichst im Bereich lagen, in dem 75 % 
bis 95 % der DNA doppelsträngig vorlagen. Außerdem wurde darauf geachtet, ob 






lassen, oder ob es verschiedene Abschnitte gab, die bei unterschiedlichen 
Temperaturen denaturieren (sog. Schmelzdomänen). Lagen Schmelzdomänen 
vor, wurden die Temperaturen so verändert, dass mindestens bei einer 
Temperatur jede Domäne laut Diagramm zu 20-99 % ungeschmolzen vorlag. So 
wurde gewährleistet, dass die gesamte Länge jedes Fragments analysiert wurde. 
In Abhängigkeit von der Größe der PCR-Produkte und der enthaltenen Nukleotid-
Sequenzen wurden ein bis vier verschiedene Schmelztemperaturen ermittelt (Tab. 
12 und 13). In Abb. 8 ist beispielsweise das Schmelzverhalten von Exon 6 des 
MSH2-Gens bei drei verschiedenen Temperaturen dargestellt.  
 
Abb. 8.: Schmelzverhalten von Exon 6 des MSH2-Gens bei 54.0°C (rosa Linie), 55,4°C (rote Linie) 
und 57,7°C (grüne Linie).  
Ordinate: Anteil doppelsträngiger DNA in Prozent. Abszisse: Basenpaare des Exons 6.  
Es sind die Nukleotide 1-50 bei 54,0°C und die Nukleotide 160-245 bei 55,4°C teilweise 
angeschmolzen. Die Nukleotide im Bereich 50-160 sind doppelsträngig. 
3.5.3.3 Pufferkonzentrationen 
Die Anfangs- und Endgradienten des Puffers B wurden passend zu den 
empfohlenen Schmelzkurven jedes Exons von der WAVE®Maker-Software als 
Grundeinstellung ermittelt. Bei Veränderung der Schmelztemperatur wurden die 
Pufferkonzentrationen entsprechend variiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass 
bei Erhöhung der Temperatur die Konzentration an Puffer B vermindert, und bei 
Senkung der Temperatur die Konzentration erhöht werden musste. Die für jedes 






Nachdem alle Parameter eingestellt und gespeichert worden waren, wurde die 
Analyse mit Run Samples gestartet. Für eine Messung wurden jeweils 5 µl Probe 
von der Injektionsnadel aufgesaugt und über ein Ventil in das Hochdrucksystem 
eingespritzt. Über Schläuche erreichte die Probe die Vorsäule, die Proteine und 
Verunreinigungen abfing, durchfloss eine Heizspirale und gelangte schließlich auf 
die Hauptsäule. Die Probenreste flossen nach jeder Messung in einen 
Abfallbehälter. Der Säule nachgeschaltet erfasste der UV-Detektor die Fragmente 
und verarbeitet die gewonnenen Daten mit Hilfe der WAVE®Maker-Software als 
Chromatogramme. Diese wurden visuell verglichen und bei Auffälligkeiten in den 
Kurvenverläufen vergrößert ausgedruckt. Die Exons beider Gene, die 
Auffälligkeiten aufwiesen, wurden abhängig vom Kurvenmuster verschiedenen 
Gruppen zugewiesen. Dabei wurden die einzelnen Patientenkurven, die den 
gleichen Kurvenverlauf zeigten (beispielsweise gleicher Doppelpeak), der jeweils 
gleichen Gruppe zugeordnet. Im Anschluss wurde aus jeder Gruppe die DNA 
mindestens eines Patienten sequenziert. Nur bei Exon 10 des MSH2-Gens wurde 
als Ausnahme die DNA aller Patienten mit auffälligem Kurvenverlauf analysiert. 
Als Vergleichs- und Normvariante wurde die DNA des Patienten 1 sequenziert, da 
die Kurven aller Exons unauffällig waren. 
3.5.4 DNA-Sequenzierung 
Die vollautomatische Sequenzanalyse erfolgte mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) auf dem ABI PRISM 377 (Perkin Elmer). 
3.5.4.1 Reinigung der PCR-Produkte 
Für die Reinigung der amplifizierten DNA-Proben von Nebenprodukten wie 
Primerresten, überschüssigen dNTPs, Enzymen und Salzen wurde der Qiaquick 
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. 
Entsprechend dem Herstellerprotokoll wurden 18 µl PCR-Produkt und 90 µl PB-
Puffer (Bindungspuffer) in einem Verhältnis von 1:5 in einem 
Mikrozentrifugenröhrchen gemischt und 1 min lang bei 14.000 U/min zentrifugiert. 
Das Filtrat wurde verworfen. Im Anschluss folgten zwei Waschschritte mit je 400 µl 





verbliebenen Pufferreste wurden durch erneutes Zentrifugieren (3 min, 14.000 
U/min) entfernt. Nachdem die Säule in ein neues 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen 
gesetzt worden war, wurden die Proben jeweils mit 18 µl HPLC-Wasser versetzt, 
für ca. 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und schließlich die DNA eluiert (1 
min, 14.000 U/min). 
Zur Kontrolle der Ausbeute der gereinigten PCR-Produkte wurden jeweils 2 µl 
PCR-Produkt mit 2 µl 10 x BBS-Ladungspuffer gemischt und auf ein 1,4 % 
Agarosegel aufgetragen. Die Laufzeit betrug ca. 30 min bei einer Spannung von 
120 Volt. Da alle PCR-Produkte in der Gelelektrophorese deutliche Banden 
zeigten, wurde auf die aufwendige Konzentrationsbestimmung mittels Photometer 
verzichtet und die nötige DNA-Menge mit 2 µl bestimmt.  
3.5.4.2 Reaktionsansatz und Sequenzierprogramm der Sequenzier-PCR 
Zur Durchführung der Sequenzierreaktion nach der BigDye-Terminator-Technik 
wurde das BigDye-Sequenzier-Kit (Perkin Elmer) verwendet. Dieses Kit enthält 
einen vorgefertigten Mix aus AmpliTaq FS DNA-Polymerase, Puffer, dNTPs und 
den vier basenspezifisch fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (ddNTPs). 
Die BigDye-Markierung der ddNTPs entsprach: 
ddATP → dR6G BD (Emissionsspektrum 570 nm; fluoresziert grün) 
ddCTP → dRox BD  (Emissionsspektrum 625 nm; fluoresziert blau) 
ddGTP → dR110 BD  (Emissionsspektrum 540 nm; fluoresziert gelb) 
ddTTP → dTamra BD (Emissionsspektrum 595 nm; fluoresziert rot) 
Um alle DNA-Fragmente zu sequenzieren, wurde der analoge Reaktionsansatz 
verwendet, der sich, wie in Tabelle 8 folgt, zusammensetzt. 
Tab. 8.: Eingesetzte Komponenten und Mengen für die Sequenzier-PCR 
Komponenten Eingesetzte Menge 
DNA-Sequenzier-Kit  2 µl 
Primer FOR oder REV 1 µl 
Gereinigtes PCR-Produkt 2 µl 
HPLC-Wasser 5 µl 





Die verwendeten Primer entsprachen den bei der PCR eingesetzten 
Oligonukleotiden (Tab. 4 und 5). Es wurde dem Sequenzieransatz entweder ein 
Vorwärts (FOR)- oder ein Rückwärtsprimer (REV) zugefügt. Der Ansatz wurde 
dann in einem Thermocycler nach folgendem Standard-Sequenzierungsprogramm 
inkubiert (Tab. 9). 
Tab. 9.: Verwendetes Programm für die Sequenzier-PCR.  
Bezeichnung Temperatur Zeit Zyklenzahl 












Aufbewahrung 4°C ∞  
3.5.4.3 Fällung der Sequenzierprodukte 
Zur fehlerfreien Analyse der Basenabfolge waren reine DNA-Proben ohne 
störende Enzyme, Salze, Primer und ddNTPs erforderlich, weswegen sich ein 
weiterer Reinigungsschritt (Fällung) anschloss. Für die Fällung wurde ein Premix 
aus den in Tabelle 10 aufgeführten Komponenten (Einfach-Ansatz) gemischt. 
Tab. 10.: Für den Premix eingesetzte Komponenten und deren Mengen. 
Komponenten Eingesetzte Mengen 
HPLC-Wasser 21,75 µl 
Farbstoff BlueDextran 0,5 µl 
100 % Ethanol 38,25 µl 
3 M Natrium-Acetat 2,0 µl 
Für den Premix wurde zunächst BlueDextran mit HPLC-Wasser gemischt, um ein 
Ausklumpen von BlueDextran in reiner Ethanollösung zu vermeiden. Anschließend 
wurden der reine Ethanol und Natrium-Acetat hinzugegeben. Die entstandenen 
62,5 µl Premix wurden mit den 10 µl Sequenzierprodukt in einem 0,2 ml 
Reaktionsgefäß gemischt. Das Gemisch wurde 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert, wobei die Reaktionsgefäße nach Ablauf der Zeit einmal vorsichtig 





zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Überstandes wurde das Pellet 
in 200 µl 75 %igem Ethanol gewaschen und erneut bei 12.000 U/min für 7 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde sorgfältig entfernt und das Pellet für 5 min 
vollständig in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zum Schluss wurde das Pellet in 
3 µl eines Formamid-BlueDextran-Gemisches (5:1) gelöst und im Gefrierschrank 
bei - 20°C gelagert. 
3.5.4.4 Vorbereitungen und Gelherstellung 
Zur Analyse aller Sequenzierprodukte dieser Arbeit wurden 42 cm lange 
Glasplatten mit 36 cm Laufstrecke im Gel verwendet. Die Platten wurden zuerst 
auf beiden Seiten mehrmals gründlich mit 1 %iger Alconox-Lösung gewaschen 
und mit Aqua bidest. und 90 %igem Isopropanol abgespült. Nach dem Trocknen 
wurden beide Glasplatten durch zwei 0,2 mm dicke Spacer voneinander getrennt 
horizontal übereinander gelegt und mit Klemmen fixiert. 
Zur Herstellung eines 4,8 %igen Polyacrylamid-Gels wurden 18,0 g Harnstoff mit 
ca. 15 ml HPLC-Wasser gelöst und dann mit 6,0 ml PagePlus und 5,0 ml 10 x 
TBE-Puffer vermischt. Nachdem der Harnstoff vollständig gelöst war, wurde das 
Gel mit einem Magnetrührer mit Heizplatte gerührt und mit HPLC-Wasser auf 50 
ml aufgefüllt. Im nächsten Schritt wurde das Gel steril filtriert, entgast und mit 300 
µl 100 %iger APS-Lösung und 20 µl TEMED versetzt. Die Gel-Lösung wurde mit 
einer 100 ml Spritze aufgezogen und vorsichtig unter Beklopfen zwischen die 
Glasplatten gespritzt. Nach einer Polymerisationszeit von ca. 30 min wurde der 
Gelkamm eingesetzt und die Lesezone beidseits mit 90 %igem Isopropanol 
gesäubert. Für die restliche Polymerisationszeit (ca. 30 min) wurde die Unterseite 
des Gels mit Folie abgedeckt, damit sie nicht austrocknet. 
3.5.4.5 Sequenzbestimmung mit dem ABI PRISM 377 Sequenzautomaten 
Die Platten mit dem polymerisierten Gel wurden vertikal in die Kammern des ABI 
PRISM 377 Sequenzautomaten eingespannt und die Data-Collection-Software 
gestartet. Zur Analyse des Emissionsspektrums der vier Farbstoffe wurde das 
Filterset E gewählt. Die Lesezone wurde mit der Option Plate Check auf 
Fluoreszenzverunreinigungen geprüft. Anschließend wurden die Pufferkammern 





Vorlauf bis zu einer Geltemperatur von 51°C durchgeführt. Zwei Unterbrechungen 
bei 37°C und 47°C dienten zum Spülen der Geltaschen mit 1 x TBE-Puffer, um 
Luftblasen zu entfernen. Zugleich wurden die wie oben beschrieben vorbereiteten 
DNA-Proben 2 min bei 96°C im PCR-Thermocycler denaturiert. 
Sobald das Gel eine Temperatur von 51°C erreichte, wurden die Proben 
aufgetragen. Es wurden zuerst die 18 ungeradzahligen Geltaschen mit 1,6 µl der 
DNA-Proben befüllt. Nach einem 2 minütigen Vorlauf wurden die 18 Geltaschen 
mit gerader Zahl beladen. Die zeitliche Verzögerung war nötig, um eine 
Vermischung der Proben und eine dadurch bedingte Beeinträchtigung der 
Elektrophorese zu verhindern. Zum Schluss wurde die obere Pufferkammer zum 
Schutz vor Verdunstung abgedeckt und die Sequenzierungselektrophorese mit 
dem entsprechendem Laufmodul Run gestartet. Die Laufzeit betrug je nach 
Fragmentgröße 7 bis 9 Stunden bei einer Spannung von 1680 V und einer 
Stromstärke von 50 mA. Die getrennten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des auf 
die Lesezone gerichteten Argonlasers (Laserleistung 150 W) zur Fluoreszenz 
angeregt und die Farbsignale detektiert. Die Abfolge der Farbsignale wurde von 
dem an das System angeschlossenen Computer analysiert und als 
Elektropherogramm dargestellt. 
3.5.4.6 Sequenzanalyse 
Nach Beendigung der Elektrophorese erschien auf dem Monitor des 
angeschlossenen Computers das Gelbild der aufgetrennten Fragmente. Die im 
Gelbild vorhandenen Sequenzen wurden mit den zuvor im Sample Sheet 
notierten Probenbezeichnungen abgeglichen. Die gewonnenen Analysedaten 
wurden unter der Option Sample Manager der Sequence-Analysis-Software 
weiterbearbeitet. Dafür wurden die Rohdaten einzeln beurteilt und nach Bedarf 
modifiziert. Die Elektropherogramme wurden ausgedruckt. Die Nukloetidsequenz 
der untersuchten Exons wurden mit der Wildtyp-Sequenz 







4.1 Quantität und Qualität der isolierten DNA 
Die aus Blut isolierte DNA der 28 untersuchten Patienten hatte die jeweilige, in der 
folgenden Tabelle 11 aufgeführte, erwartete Konzentration. 









1 155 15 294 
2 410 16 287 
3 158 17 473 
4 315 18 307 
5 250 19 391 
6 392 20 384 
7 476 21 215 
8 396 22 66 
9 184 23 246 
10 117 24 449 
11 222 25 573 
12 352 26 187 
13 294 27 187 
14 242 28 410 
In der anschließenden Agarosegelelektrophorese zeigten alle PCR-Produkte in 
der UV-Darstellung klar erkennbare Banden mit der erwarteten, in Tabelle 4 und 5 
aufgeführten Fragmentgröße. Die Leerwert-Banden waren kontaminationsfrei. 
Diese Ergebnisse zeigten, dass die verwendete DNA in hoher Konzentration und 








4.1.1 DNA-Schmelzpunkt- und Fließgradienten-Bestimmung 
mittels WAVE®Maker-Software 
Für jedes DNA-Fragment wurde mittels WAVE®Maker-Software (Transgenomic) 
die jeweilige Schmelztemperatur bzw. der jeweilige Fließmittelgradient bestimmt. 
Die Grundeinstellungen ergaben sich aus der zuvor in die WAVE®Maker-Software 
eingelesenen Nukleotid-Sequenz. Wie in den folgenden Tabellen 12 und 13 
zusammengestellt, wurden für die analysierten Exons der Gene MLH1 und MSH2 
in Abhängigkeit von der Größe der DNA-Fragmente verschiedene 
Schmelztemperaturen ermittelt. Diese lagen im Temperaturintervall von 53,0°C bis 
63,9°C für das MLH1-Gen (Tab. 12). Für das MLH1-Gens wurden für die Exons 2, 
4, 12-1, 12-2, 17 zwei verschiedene, für die Exons 1, 8, 11, 16, 19 drei 
verschiedene und für das Exon 13 sogar vier verschiedene Schmelztemperaturen 
bestimmt. Die Schmelztemperatur von Exon 15 lag bei 56,9°C. Die entsprechend 
der Schmelztemperatur angepassten Puffer-B-Konzentrationen für das MLH1-Gen 
sind ebenfalls Tabelle 12 zu entnehmen. 
Tab. 12.: Ermittelte Schmelztemperaturen und Puffer-B-Konzentrationen für die untersuchten 
Exons des MLH1-Gens. 




















































Tab. 12. Fortsetzung: Ermittelte Schmelztemperaturen und Puffer-B-Konzentrationen für die 












































Die zwei (Exons 3, 5, 15) oder drei (Exons 6 - 13) verschiedenen, für das MSH2-
Gen ermittelten Schmelztemperaturen lagen im Temperaturintervall von 50,4°C 
bis 58,8°C und sind in Tabelle 13 aufgeführt. Die entsprechend der 
Schmelztemperatur angepassten Puffer-B-Konzentrationen für das MSH2-Gen 
sind ebenfalls der Tabelle 13 zu entnehmen. 
Tab. 13.: Ermittelte Schmelztemperaturen und Puffer-B-Konzentrationen für die untersuchten 










































Tab. 13. Fortsetzung: Ermittelte Schmelztemperaturen und Puffer-B-Konzentrationen für die 





















































4.1.2 Fragmentanalyse mittels DHPLC 
Bei allen 22 mittels PCR amplifizierten Exons (Exon 12-1 und 12-2 des MLH1-
Gens wurden wie eigenständige Exons bearbeitet) der Gene MLH1 und MSH2 
wurde eine Heteroduplex-Analyse mittels WAVE®Maker durchgeführt. Die 
Ergebnisse wurden als Chromatogramme graphisch dargestellt und beurteilt. 
Ausgewählt wurden die Kurvenverläufe eines Exons, die aufgrund der 
festgelegten Schmelztemperatur die kürzeste Retentionszeit (steilster Aufstieg) 
und die schärfste Auftrennung der Proben zeigten. Als Beispiel sei untenstehend 
ein Chromatogramm von Exon 8 des MSH2-Gens aufgeführt (Abb. 9). Die in Abb. 
9 dargestellten Kurvenverläufe der Patienten 1 bis 14 verlaufen alle parallel und 
haben die gleiche steile Steigung. Da die DNA-Fragmente alle zum gleichen 
Zeitpunkt (nach 4 min) von der Chromatographiesäule gewaschen wurden, lagen 


















Abb. 9.: Chromatogramm der DHPLC-Analyse von Exon 8 des MSH2-Gens. Dargestellt sind die 
unauffälligen Kurvenverläufe der Patienten 1 bis 14 bei einer Schmelztemperatur von 53,2°C. 
Ordinate: verwendete Spannung in mV. Abszisse: Retentionszeit in Minuten. 
 
Bei 7 der unter den oben beschriebenen Bedingungen (Abschnitt 3.5.3) 
untersuchten 22 Exons beider Gene zeigten die Kurvenverläufe im 
Chromatogramm Abweichungen. Der Kurvenverlauf wich in Form oder Höhe von 
den erwarteten Kurvenformationen ab. Es bestanden im Gegensatz zu den 
Vergleichskurven Doppelpeaks, flachere und breitere Peaks oder Peaks mit 
mehreren Einzelzacken (Abb. 10; Abb. 11; Abb. 12), obwohl alle Exons bei den 
gleichen Bedingungen analysiert worden waren. Diese Veränderungen spiegelten 
ein verändertes  Elutionsverhalten wider und wiesen auf Sequenzveränderungen 
in den DNA-Fragmenten hin. Solche abweichenden Kurvenverläufe fanden sich 
jeweils in den Exons 8 und 15 des MLH1-Gens und in den Exons 5, 6, 10, 12 und 
13 des MSH2-Gens. Übertragen auf die absoluten Zahlen wich der Kurvenverlauf 
von insgesamt 41 Patientenkurven vom Normalverlauf ab. Dies waren 21 
Patientenkurven für das MLH1-Gen und 20 Patientenkurven für das MSH2-Gen 
(Tab. 14 und 15). 
Bei genauerer Betrachtung bzw. bei vergrößerter Darstellung der 
Chromatogramme unterschieden sich die auffälligen Kurven einzelner Patienten 
des gleichen Exons voneinander. Als Beispiele seien die Chromatogramme von 





















folgend angeführt. Der erste Peak, der bei allen abgebildeten Kurven nach einer 
knappen halben Minute erscheint und unvollständig (beispielsweise in Abb. 10) 
erkennbar ist, stellt überschüssige Primer und unspezifische Produkte dar, die 
aufgrund ihrer geringen Größe zuerst von der Säule gewaschen wurden 
(Injektionspeak). 
Abb. 10.: Chromatogramm der DHPLC-Analyse von Exon 6 des MSH2-Gens. Dargestellt sind 
Kurven der Patienten 1 bis 7. Die Kurven der Patienten 4, 5 und 6 weichen vom Verlauf der 
Vergleichskurve von Patient 1 ab. Ordinate: verwendete Spannung in mV. Abszisse: Retentionszeit 
in Minuten. 
Die Kurven der Patienten 4, 5 und 6 von Exon 6 des MSH2-Gens zeigten, wie in 
Abb. 10 dargestellt, einen von den übrigen Kurven abweichenden Verlauf. Die 
Kurven der Patienten 4 und 5 wiesen mehrfache, nebeneinander liegende Peaks, 
die des Patienten 6 einen breiteren und nicht so steil ansteigenden Peak auf. 
Diese verschiedenen Kurvenformationen wiesen auf verschiedene zu Grunde 
liegende Sequenzvarianten der analysierten DNA hin. Wobei die DNA mit 
Sequenzveränderung aufgrund der verminderten Stabilität schneller als die 
Wildtyp-Sequenz von der stationären Phase gewaschen wurde. Die DNA der 
Patienten mit verschiedenen Kurvenverläufen wurde dann für die anschließende 
Sequenzierung unterschiedlichen Gruppen zugeordnet. Dabei wurde davon 
ausgegangen, dass selbst ein Einzelbasenaustausch zu einem 
Ladungsunterschied führt, der als abweichende Kurvenformation sichtbar wird. 
Entsprechend ergaben sich für das Exon 6 des MSH2-Gens drei verschiedene 
Gruppen (Tab. 15). Aus jeder Gruppe wurde die DNA mindestens einer der 













angeführt; diese wurden, da die Mehrfach-Peaks nicht parallel verliefen, 
unterschiedlichen Gruppen zugeteilt. 
Bei Exon 10 des MSH2-Gens wichen die Kurvenverläufe der Patienten 2, 4, 12, 
15, 16, 26, 27 und 28 (Tab. 15) von der Vergleichskurve von Patient 1 ab. Die 
Kurven wiesen mehrere und breitere Peaks auf, wie beispielsweise die Kurven der 
Patienten 12, 26 und 27 in Abb. 11. Da sich einige der auffälligen 
Kurvenformationen wiederholten, ergaben sich für das Exon 10 drei Gruppen 
(Tab. 10) bei der anschließenden Sequenzierung. 
 
Abb. 11.: Chromatogramm von Exon 10 des MSH2-Gens. Dargestellt sind Kurven von 4 
verschiedenen Patienten. Die Kurve von Patient 1 ist als Vergleichskurve dargestellt. Ordinate: 
verwendete Spannung in mV. Abszisse: Retentionszeit in Minuten. 
Bei der Analyse von Exon 13 des MSH2-Gens wichen nur die Kurven der 
Patienten 15 und 27 (Tab. 15) von der Formation der Vergleichskurve des Patient 
1 ab. Die Kurven der Patienten 15 und 27 waren im Gegensatz zur Kurve von 
Patient 1 zweigipflig (Abb. 12). Da beide Kurven jedoch den gleichen zweigipfligen 
Verlauf aufwiesen, wurden sie, davon ausgehend, dass die gleiche 
Sequenzveränderung zu Grunde liegt, einer gemeinsamen Gruppe zugeordnet 
(Tab. 15). 










Abb. 12.: Chromatogramm der DHPLC-Analyse von Exons 13 des MSH2-Gens. Abgebildet sind 
Kurven der Patienten 1 (Vergleichskurve), 15 und 27. Ordinate: verwendete Spannung in mV. 
Abszisse: Retentionszeit in Minuten. 
Zusammenfassend zeigten bei der Analyse des MLH1-Gens mittels DHPLC die 
Kurven der Patienten 3, 4, 9, 13, 15 - 17, 21, 27, 28 des Exons 8 (insgesamt 10) 
und die Kurven der Patienten  2 - 4, 9, 13, 15, 16, 23, 25, 27 und 28 des Exons 15 
(insgesamt 11) einen von der Vergleichskurve abweichenden Kurvenverlauf. Die 
auffälligen Kurven verliefen dabei parallel und wurden jeweils der gleichen Gruppe 
I zugeordnet (Tab. 14). Die DNA von Patient 28 wurde jeweils sequenziert. 
Tab. 14.: Patientennummern mit auffälligem Kurvenverlauf bei der DHPLC-Analyse und Zuordnung 
zu den Gruppen I und II für das MLH1-Gen.  
Die DNA der mit * gekennzeichneten Patientennummern wurde anschließend sequenziert. Mit Ʃ ist 


















Ex 8 3, 4, 9, 13, 15, 16, 
17, 21, 27, 28* 
10  
 
Ex 15 2, 3, 4, 9, 13, 15, 
16*, 23, 25, 27, 28* 
11  
 
Bei der DHPLC-Analyse des MSH2-Gens wurden die auffälligen Patientenkurven, 
aufgrund voneinander abweichender Kurvenverläufe, drei verschiedenen Gruppen 
zugeordnet (Gruppe I bis Gruppe III). Die genaue Gruppenzuordnung der 








5 wurde die DNA der Patienten 13 und 24, für Exon 6 die von Patient 4, 5 und 24 
und für Exon 13 die DNA von Patient 15 sequenziert. Für das Exon 10 wurde die 
DNA aller 8 Patienten, die einen abweichenden Kurvenverlauf aufwiesen, zum 
Nachweis einer Sequenzveränderung sequenziert. Beim Exon 12 wurden die 
Kurven der Patienten 2 (Gruppe I) und 16 (Gruppe II) als auffällig eingestuft; da 
die Formationen unterschiedlich waren, wurde die DNA beider Patienten 
analysiert. Die aus den jeweiligen Gruppen ausgewählten Patienten, deren DNA 
sequenziert wurde, sind in Tabelle 15 zusammengestellt und mit * 
gekennzeichnet.  
Tab. 15.: Patientennummern mit auffälligem Kurvenverlauf bei der DHPLC-Analyse und Zuordnung 
zu den Gruppen I, II und III für das MSH2-Gen.  
Die DNA der mit * gekennzeichneten Patientennummern wurde anschließend sequenziert. Mit Ʃ ist 
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Ex 6 4* 1 5* 1 6, 24*, 27 3 
Ex 10 2*, 16*, 26*, 28* 4 27* 1 4*, 12*, 15* 3 
Ex 12 2* 1 16* 1 
 
 







Ein Teil der mit dem ABI PRISMTM 377 sequenzierten DNA-Proben der Patienten 
mit auffälligen Kurvenverläufen zeigte Veränderungen in der Gensequenz. Die 
Sequenzveränderungen fielen durch zwei übereinanderliegende Peaks im 
Sequenz-Chromatogramm beim visuell-manuellem Abgleich mit der Wildtyp-
Sequenz auf. Als Beispiel wurde ein Abschnitt der DNA-Sequenz des Exons 10 
des MSH2-Gens von Patient 16 abgebildet (Abb. 13). Mit dem Pfeil sind die zwei 
übereinander liegenden Peaks an der Stelle Intron 9 -9A/T gekennzeichnet. An 
der entsprechenden Stelle kam es in einem Allel zu einem Austausch der Base 
Adenin gegen die Base Thymin. 
  
Abb. 13.: Sequenz-Chromatogramm
Polymorphismus ist an der Stelle Intron 9 
Alle gefundenen Sequenzveränderungen stellten sich 
SNPs-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
Polymorphismen (SNP) heraus
Die angeführten Polymorphismen wurden im heterozygoten Zustand 
nachgewiesen. Im MLH1
verschiedene, im MSH2-Gen 
werden, die bereits bekannt waren.
4.2.1 Polymorphismen
In dieser Arbeit wurden bei 
Polymorphismen im MLH1-Gen
einen Polymorphismus im Exons
- MLH1 Exon 8 c.655
Polymorphismus nachgewiesen, der zu einem Basenaustausch von Adenin 
gegen Guanin an der ersten Codon
wird die Aminosäure Isoleucin d
Aminosäuresequenz ausgetauscht. Erstmalig wurde dieser 
Polymorphismus 1995
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(Tournier et al., 2004). 
Aminosäure Valin unpolar und pH
codierten Proteins 
Funktions- und Bindungsfähigkeit des veränderten Proteins ähnlich wie die 
des unveränderten (
Studien konnte keine 
HNPCC (Tomlinson et al., 1997; 
nachgewiesen werden, dennoch ist der 
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–9A/T lokalisiert (Pfeil). 
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fünf verschiedene Polymorphismen nachgewiesen 
 
 
den untersuchten 28 Patienten 
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vollständig ohne Bedeutung einzustufen. Er ist gemäss Bagnoli et al. (2004) 
mit einem erhöhten Risiko für eine chronisch-entzündliche Darmerkrankung 
assoziiert. 
- MLH1 Intron 14 -19A/G: Dieser Polymorphismus zeigte sich bei elf der 
untersuchten 28 Patienten. Seine Heterozygotenfrequenz wird mit ungefähr 
0,43 angegeben (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Dieser Polymorphismus 
ist durch die Transition von Adenin zu Guanin gekennzeichnet. Da er aber 
im Intron-Bereich liegt, hat er keine Auswirkungen auf die Funktion des 
Proteins. 
Im MLH1-Gen wiesen alle bei der vorgeschalteten DHPLC-Analyse auffälligen 
Kurven entweder den Polymorphismus c.655A/G im Exon 8 oder den 
Polymorphismus 14 -19A/G im Intron 15 auf. Die genaue Verteilung, welcher 
Polymorphismus im MLH1-Gen bei welchem Patienten aufgetreten ist, ist Tabelle 
16 zu entnehmen. Aufgeführt sind nur die Exons, die Veränderungen zeigten. In 
den Spalten sind jeweils die Patientenkurven mit X gekennzeichnet, die auffällige 
Kurvenverläufe zeigten. Aus jeder Gruppe wurde die DNA mindestens eines 
Patienten sequenziert (X*). Am Ende der Tabelle 16 ist sowohl die Summe der 
auffälligen Patientenkurven bei der DHPLC-Analyse als auch die Summe der 
Patienten der nachgewiesen Sequenzvarianten angegeben. Für das MLH1-Gen 






Tab. 16.: Bei der Sequenzanalyse des MLH1-Gens in den Exons 8 und 15 gefundene 
Sequenzvariationen.
Das X gibt wieder, bei welchen Patienten bei der vorgeschalteten DHPLC-Analyse auffällige 
Kurven nachgewiesen werden konnten. Die DNA der mit X* gekennzeichneten Patientennummern 








Gruppe I  I  
1     
2   X In 14 -19A/G 
3 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
4 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
5     
6     
7     
8     
9 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
10     
11     
12     
13 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
14     
15 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
16 X Ex 8 c.655A/G X* In 14 -19A/G 
17 X Ex 8 c.655A/G   
18     
19     
20     
21 X Ex 8 c.655A/G   
22     
23   X In 14 -19A/G 
24     
25   X In 14 -19A/G 
26     
27 X Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
28 X* Ex 8 c.655A/G X In 14 -19A/G 
Summe 10 10 11 11 
 
Im MSH2-Gen wurden bei der DNA-Sequenzierung der untersuchten 28 Patienten 
fünf verschiedene Polymorphismen nachgewiesen. Diese waren in Intron 5, 6, 9, 





- MSH2 Intron 5 +26G/A: Dieser Polymorphismus ließ sich bei drei Patienten 
(Patient 13, 24 und 27) nachweisen.  
- MSH2 Intron 6 +3T/A: Dieser Basenaustausch im Intron 6 war nur bei  
Patient 4 vorhanden. Da sich dieser Basenaustausch nur 3 Nukleotide vom 
Ende des Exons 6 entfernt befindet, ist eine pathogene Wirkung möglich.  
- MSH2 Intron 9 -9T/A: Diese polymorphe Genvariante konnte bei fünf 
Patienten im heterozygoten Zustand gefunden werden. Die Transversion 
von Adenin zu Thymin hat keine Konsequenz. 
- MSH2 Intron 10 +12G/A: Auch dieser, bei sieben Patienten aufgetretene 
Basenaustausch liegt im Intron-Bereich und bleibt wirkungslos. 
- MSH2 Intron 12 -6T/C: Dieser Polymorphismus verursacht ebenfalls 
aufgrund seiner Lage innerhalb des Introns keine Funktionsveränderung 
des Genproduktes. Die Substitution von Thymin gegen Cytosin kam bei 
zwei Patienten vor. 
Beim MSH2-Gen ließ sich nicht - wie beim MLH1-Gen - bei jedem Patienten, der 
auffällige Kurven in der vorgeschalteten DHPLC-Analyse zeigte, ein 
Polymorphismus bei der Sequenzierung nachweisen. So konnte beispielsweise für 
das Exon 6 nur der Polymorphismus In 6 +3T/A bei Patient 4 (Gruppe I) 
nachgewiesen werden, obwohl auch die Patienten 5 (Gruppe II), 6, 24 und 27 
(jeweils Gruppe III) abweichende Kurvenformationen zeigten. Für das Exon 12 
erbrachte die Sequenzanalyse ebenfalls keine Abweichungen, obwohl im DHPLC-
Chromatogramm Kurvenveränderungen bei den Patienten 2 und 16 auffielen. Für 
die Exons 5, 10 und 13 konnten hingegen bei allen Patienten mit auffälligen 
Kurvenverläufen Polymorphismen detektiert werden. Speziell beim Exon 10 war 
dabei, dass die Gruppenzuordnung sich beim Nachweis der verschiedenen 
Polymorphismen In 10 +12G/A, In 9 -9T/A bzw. dem gleichzeitigen Auftreten 
dieser beiden Polymorphismen widerspiegelte. Details, welcher Patient welchen 
Polymorphismus, aufwies, sind in der folgenden Tabelle 17 zusammengefasst. 
Entsprechend zu Tabelle 16 wurden in den Spalten nur die Exons des MSH2-
Gens aufgeführt, die Veränderungen zeigten. Die Patienten mit auffälligen 
Kurvenverläufen sind mit X, diejenigen, deren DNA sequenziert wurde, mit X* 





Patientenkurven bei der DHPLC-Analyse sowie die Summe der Patienten mit 
nachgewiesenen Sequenzvariationen angegeben. 
Tab. 17.: Bei der Sequenzanalyse des MSH2-Gens in den Exons 5 und 6 gefundene 
Sequenzvariationen.
Das X gibt wieder, bei welchen Patienten bei der vorgeschalteten DHPLC-Analyse auffällige 
Kurven nachgewiesen werden konnten. Die DNA der mit X* gekennzeichneten Patientennummern 








Gruppe I  I II III  
1       
2       
3       
4   X*   In 6 +3T/A 
5    X*   
6     X  
7       
8       
9       
10       
11       
12       
13 X* In 5 +26G/A     
14       
15       
16       
17       
18       
19       
20       
21       
22       
23       
24 X* In 5 +26G/A   X*  
25       
26       
27 X In 5 +26G/A   X  
28       







Tab. 17. Fortsetzung: Bei der Sequenzanalyse des MSH2-Gens in den Exons 10, 12 und 13  
gefundene Sequenzvariationen. 
Das X gibt wieder, bei welchen Patienten bei der vorgeschalteten DHPLC-Analyse auffällige 
Kurven nachgewiesen werden konnten. Die DNA der mit X* gekennzeichneten Patientennummern 












Gruppe I II III  I II  I  
1          
2 X*   In 10 +12G/A 
In 9 -9T/A 
X*     
3          
4   X* In 10 +12G/A      
5          
6          
7          
8          
9          
10          
11          
12   X* In 10 +12G/A      
13          
14          
15   X* In 10 +12G/A    X* In 12 -6T/C 
16 X*   In 10 +12G/A 
In 9 -9T/A 
 X*    
17          
18          
19          
20          
21          
22          
23          
24          
25          
26 X*   In 10 +12G/A 
In 9 -9T/A 
     
27  X*  In 9 -9A>T      
28 X*   In 10 +12G/A 
In 9 -9T/A 
   X In 12 -6T/C 







5.1 Genotyp- und Phänotyp-Beziehung 
Träger einer HNPCC-auslösenden Genmutation können an einem breiten 
Spektrum von Tumoren erkranken, da sich durch die fehlerhafte Funktion des 
MMR-Systems Genveränderungen in der Erbinformation anhäufen können. 
Abhängig vom Mutationstyp (Holinski-Feder et al., 2006) und davon, welches der 
HNPCC-assoziierten Gene (MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, MLH3) betroffen 
ist, variiert die Ausprägung der Tumordisposition (Wagner et al., 2004; Rüschoff et 
al., 2004, Quehenberger et al., 2005). Die Unterschiede in der Ausprägung und 
dem Manifestationsalter des HNPCC liegen einerseits in der unterschiedlichen 
Funktion der codierten Proteine und andererseits in der Art (Bisgaard et al., 2002; 
Tang et al., 2009) und der Lokalisation (Peltomäki et al., 2000; Gorlov et al., 2003) 
der Genveränderungen begründet.  
5.1.1 Erstmanifestationsalter und Tumorspektrum 
Das Alter bei Erstauftreten eines HNPCC-assoziierten Tumors wird bei Mutationen 
in den Genen MLH1 und MSH2 mit ca. 41 bis 44 Jahren angegeben, bei MSH6-
Mutationsträgern dagegen mit 55 Jahren (Wagner et al., 2001; Rüschoff et al., 
2004; Müller-Koch et al., 2005., Quehenberger et al., 2005; Ashton et al., 2006).  
Diese Angaben decken sich mit dem durchschnittlichen Erkrankungsalter in dieser 
Arbeit. Die hier untersuchten Patienten (ohne Patient 9, bei dem das 
Erkrankungsalter unbekannt ist) waren bei Ersterkrankung durchschnittlich 44,7 
Jahre alt. Eine Aufschlüsselung, ob das Erstmanifestationsalter bei Mutationen im 
MLH1- oder MSH2-Gen variiert, war in dieser Arbeit nicht möglich, da keine 
pathogenen Mutationen nachgewiesen wurden. Das spätere Erkrankungsalter von 
Patienten mit einer Mutation im MSH6-Gen erklärt sich – ebenso wie die 
niedrigere Penetranz – mit der in Abschnitt 1.2.1. beschriebenen Dimer-Bildung 
der codierten Proteine. Bei einer Mutation im MSH6-Gen fällt nur der Komplex 
MutSα aus, dessen Funktion teilweise von MutSβ übernommen werden kann. 
Auffällig an der hier untersuchten Patientengruppe ist, dass die Patienten jedoch 
nicht wie in den meisten Studien an einem kolorektalen Tumor, sondern an 
Brustkrebs bzw. einer Dysplasie der Portio sowie einem Ovarial-Karzinom erkrankt 





Brustkrebspatienten (44,8 Jahren) und Patienten mit anderen gynäkologischen 
Tumoren (43 Jahren) in dieser Arbeit praktisch nicht. Jedoch lässt sich daraus 
keine statistische Aussage ableiten, da nur zwei Patienten nicht an Brustkrebs 
erkrankt sind und die untersuchte Menge damit zu klein ist. Vergleichende 
Studien, die den Unterschied im Erkrankungsalter zwischen Brustkrebs und 
anderen gynäkologischen Tumoren in HNPCC-Familien differenzierter betrachten, 
liegen zum aktuellen Zeitpunkt nicht vor. Lediglich Grindedal et al. (2010) geben 
das durchschnittliche Erkrankungsalter für Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom 
in ihrem untersuchten Kollektiv mit 44,7 Jahren an. Patientin 13, die an einem 
Ovarialkarzinom erkrankt ist, übersteigt dieses Alter mit 63 Jahren. 
5.1.2 Fehlender Mutationsnachweis 
In dieser Arbeit litten alle ausgewählten Patienten an einem Mamma-Karzinom 
bzw. an einer Dysplasie der Portio oder einem Ovarial-Karzinom und erfüllten 
entweder die Amsterdam- oder die Bethesda-Kriterien. Dennoch ließen sich in den 
untersuchten Genen keine Mutationen sondern nur Polymorphismen nachweisen, 
die keine phänotypische Bedeutung besitzen. Lediglich der  Polymorphismus Ex 8 
c.655, der bei 10 Patienten nachgewiesen werden konnte, geht in Kombination mit 
einer ungesunden Ernährung mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung eines 
HNPCC einher (Campell et al., 2009). Als „ungesund“ wurden vom Autorenteam 
eine fleisch- und fettreiche Ernährung sowie der reichliche Konsum von 
zuckerhaltigen Desserts und Getränken angesehen. Zudem konnte eine 
Assoziation mit einer Colitis ulcerosa festgestellt werden (Bagnoli et al., 2004), 
welche einen der Hauptrisikofaktoren für die Entwicklung eines kolorektalen 
Karzinoms darstellt. Ob bei den 10 Patienten (36 % der Patienten) mit  dem 
Polymorphismus Ex 8 c.655 die Kombination aus Polymorphismus und 
Lebensgewohnheit möglichweise zur Entwicklung eines HNPCC geführt hat, lässt 
sich nicht angeben. Für die untersuchten Patienten und ihrer Familien liegen 
nämlich keine Daten über die Ernährungsgewohnheiten vor, die eine Interpretation 
ermöglich hätten. 
Warum keine Mutationen bzw. pathogenen Polymorphismen nachgewiesen 
werden konnten, lässt sich eventuell mit den folgenden Ausführungen erklären. 





der Amsterdam-Kriterien die Diagnose HNPCC gestellt wurde, keine Mutation in 
den MMR-Genen bergen (Scott et al., 2001).  
Andererseits scheint eher der Umstand entscheidend, dass keine pathogenen 
Genveränderungen nachgewiesen werden konnten, da in dieser Arbeit nur 
ausgewählte, als Hotspots eingestufte (Vgl. 3.1.) Exons analysiert wurden. 
Insofern ist es wahrscheinlich, dass in nicht untersuchten Genabschnitten weitere, 
für die phänotypische Ausprägung der Tumoren verantwortliche Mutationen 
vorliegen könnten. Möglich ist ebenfalls, dass in den untersuchten Genen große 
Deletionen bzw. Insertionen vorhanden sind, die nicht mittels DHPLC-Verfahren 
erfasst werden können (Vgl. 5.2.4). Um dies zu verhindern, wurden die 
untersuchten PCR-Produkte in so kleinen Fragmenten wie möglich analysiert. Die 
Fragmentgröße wurde dabei an den Exon-Intron-Grenzen orientiert. Dennoch ist 
nicht auszuschließen, dass große Deletionen bzw. Insertionen übersehen wurden. 
Dies insbesondere, da große Deletionen bzw. Insertionen mit einer Häufigkeit von 
10 - 55 % bei Patienten vorkommen, die die Amsterdam-Kriterien erfüllen. 
Besonders häufig sind sie in den Genen MLH1 und MSH2 anzutreffen 
(Charbonnier et al., 2000; Wang et al., 2002; Taylor et al., 2003; Zvadona et al., 
2009). Wie im zweiten Teil der Diskussion ausführlicher beschrieben, besteht auch 
ein kleines Risiko, dass homozygote Mutationen aufgrund der Arbeitsweise des 
DHPLC-Verfahrens übersehen wurden.  
Weiterhin wurde die Patientengruppe nur auf Sequenzveränderungen in den 
Genen MLH1 und MSH2 untersucht und nicht auf Sequenzveränderungen in den 
anderen vier bekannten MMR-Genen, die ein HNPCC auslösen können. 
Insbesondere Mutationen im MSH6-Gen spielen eine bedeutende Rolle bei der 
Entwicklung von HNPCC-assoziierten Tumorerkrankungen. Im Vergleich mit den 
Genen MLH1 und MSH2 tritt ein kolorektaler Tumor bei einer Mutation im MSH6-
Gen zwar seltener und in milderer Ausprägung auf (Wagner et al., 2001; Müller-
Koch et al., 2005; Ashton et al., 2006), aber dennoch mit einer Wahrscheinlichkeit 
von 36,2 % (Barrow et al., 2008). Auch können Mutationen in bis jetzt 
unbekannten Genen vorliegen, die sich teilweise mit exogenen Einflüssen decken 





„sporadischer Darmkrebs“ ohne vorhandene Keimbahnmutationen in einer Familie 
gehäuft auftreten kann, so dass die Diagnosekriterien für HNPCC erfüllt sind. 
Zusätzlich zu diesen Punkten dürfte noch eine Rolle spielen, dass alle 28 
Patienten an einem gynäkologischen Tumor und nicht an einem kolorektalen 
Tumor erkrankt waren. Die Verwandten der untersuchten Patienten litten ebenfalls 
häufig an gynäkologischen Tumoren oder Tumoren des Urogenitaltraktes. Die 
häufigste Entität „Darmkrebs“ (Müller-Koch et al., 2005) ist nur bei 11 der 
betroffenen Familien beschrieben. Dies überrascht, da gynäkologische Tumoren 
im Vergleich zu anderen Tumorarten eher selten bei einem HNPCC zu 
beobachten sind. In der Studie von Müller-Koch et al. (2005) traten ein 
Endometrium-Karzinom bei 10 % und ein Mamma-Karzinom bei 3 % der Frauen 
mit einer Mutation im MSH2-Gen auf. Bei Mutationen im MLH1-Gen sind ein 
Endometrium-Karzinom mit der gleichen Wahrscheinlichkeit und ein Mamma-
Karzinom mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 % angegeben. Ein Ovarialkarzinom 
entwickeln lediglich 8-12 % der Frauen mit Germline-Mutation in beiden Genen 
(Ashton et al., 2006). Aufgrund der auffälligen Verteilung der Tumoren bei den 
Patienten in dieser Arbeit besteht deshalb die Möglichkeit, dass 
Sequenzveränderungen in den Brustkrebsgenen (Breast-Cancer-Genen; BRCA) 
die Ursache für die Tumorentwicklung sind. Zwar waren die Patienten bei 
hausinternen Untersuchungen auf Sequenzveränderungen in den Genen BRCA1 
und BRCA2 negativ, dennoch muss dies in Betracht gezogen werden. 
Insbesondere da Gene wie BRCA3 (Hopper, 2001; Thompson et al., 2002) oder 
beispielsweise BRCATA, TP53, RB1CC1 (http://omim.org/entry/114480), für die 
Entwicklung von familiärem Brustkrebs verantwortlich sein können, und die Gene 
bei den untersuchten Patienten nicht getestet wurden. Zuletzt ist nicht ganz 
auszuschliessen, dass Mutationen, trotz Nachkontrolle durch eine zweite, im 
Umgang mit dem WAVETM-Maker routinierte Person, durch die Doktorierende 
übersehen wurden.    
Mit der geringeren Fallzahl der untersuchten Gruppe sowie deren ethnisch 
homogener Zusammensetzung lässt sich ebenfalls erklären, dass einige  
Polymorphismen, die in der Literatur und den Datenbanken häufig beschrieben 





Aufgrund der angeführten Punkte sollten als Ausblick in späteren Arbeiten die 
fehlenden Exons der hier untersuchten Gene sowie die nicht untersuchten 
HNPCC-assoziierten Gene auf Sequenzveränderungen untersucht werden. 
Weiterhin sollten zur Sicherheit die Gene MLH1 und MSH2 mit weiteren Verfahren 
analysiert werden, die geeignet sind, um große Deletionen bzw. Insertionen 
aufzudecken. Bei fehlendem Mutationsnachweis müsste darüber nachgedacht 
werden, beispielsweise das BRCA3-Gen zu analysieren. Nur so kann den 
Patienten bzw. ihren Verwandten eine höchst mögliche Aufklärungsrate geboten 
und damit die Aufnahme zu Vorsorgeprogrammen bzw. 
Nachsorgeuntersuchungen gewährleistet werden.  
5.2 DHPLC-Methode als Screening-Verfahren 
Träger einer HNPCC-auslösenden Genmutation haben – wie oben ausgeführt - im 
Vergleich zur Allgemeinbevölkerung ein erhöhtes Risiko an einem breiten 
Spektrum von Tumoren zu erkranken. Da eine frühzeitige Feststellung und eine 
gezielte medizinische Betreuung sowohl die Morbidität als auch die Mortalität 
senken (Zavodna et al., 2009), ist der Nachweis einer prädisponierenden Mutation 
von entscheidender Bedeutung. Der Mutationsnachweis in den Genen MLH1 und 
MSH2 erfolgte bei dieser Arbeit mittels Direktsequenzierung als zuverlässigstes 
Verfahren. Da die Sequenz-Analyse jedoch ein aufwendiges und teures Verfahren 
war, wurde in dieser Arbeit ein Screening mit dem DHPLC-Verfahren WAVETM 
vorgeschaltet und etabliert. Mit ihm war eine Sequenzierung nur noch bei 
Auffälligkeiten im WAVETM-Chromatogramm erforderlich. Die Vor- aber auch 
Nachteile des DHPLC-Verfahrens der Direktsequenzierung gegenüber werden im 
Folgenden dargelegt. 
5.2.1 Zeitersparnis  
Takashima et al. (2001) beschrieben, dass der Arbeitsaufwand für die DHPLC-
Analyse ca. 10-fach geringer ist als der für die Sequenzierung, wobei die 
Zeitersparnis vor allem bei hohem Probendurchlauf von Vorteil ist. Die 
Durchlaufzeit bei der Analyse der PCR-Produkte der MLH1- und MSH2-Gene 
beträgt im Durchschnitt 7-8 min und ist damit ca. 8x schneller als die 
Direktsequenzierung mit ca. 60 min (Holinski-Feder et al., 2001; Bienert et al., 





Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch eine Vorauswahl der zu 
sequenzierenden DNA-Proben mittels DHPLC-Verfahren ca. 457 Arbeitsstunden 
eingespart werden konnten. In dieser Arbeit wurde bei 14 von 21 Exons aufgrund 
der als unauffällig eingestuften Chromatogramme auf eine anschließende 
Sequenzierung der PCR-Produkte verzichtet. Eine weitere Verringerung der 
Anzahl der sequenzierten DNA-Proben konnte durch die Gruppenzuordnung und 
die Auswahl exemplarischer DNA-Proben aus den Auffälligen erzielt werden. 
Somit wurden nur 25 von 588 Proben direkt sequenziert.  
Die Zeitersparnis beruht darauf, dass beim DHPLC-Verfahren der PCR-Ansatz 
direkt zur Analyse verwendet werden kann, und nicht wie beim Sequenzieren eine 
Aufreinigung der PCR-Produkte, die Sequenzierreaktion und eine Präzipitation 
vorgeschaltet werden müssen. All diese Arbeitsschritte bedürfen aufgrund von 
Inkubations- und Zentrifugationsschritten, die kaum variiert werden können, mehr 
Zeit. Hinzu kommt, dass während dieser Wartezeiten kaum andere Tätigkeiten 
erledigt werden können, da die Inkubations- und Zentrifugationsschritte laufend 
kontrolliert werden müssen. Die Analyse der PCR-Produkte mittels WAVETM 
hingegen erlaubt das Erledigen anderer Tätigkeiten, nach Eingabe der 
exonspezifischen Daten und Starten des Programms, weil das Fortschreiten der 
Analyse nur gelegentlich kontrolliert werden muss. Selbst eine automatische 
Analyse über Nacht ist möglich. Dies erwies sich für diese Arbeit als praktisch und 
komfortabel, weil der WAVETM-Maker so tagsüber dem Routinebetrieb zur 
Verfügung stand und nachts für die eigenen Analysen genutzt werden konnte. 
Zusätzlich ist der Zeitbedarf bei der Sequenz-Analyse der DNA der auffälligen 
Patienten grösser, da sich die Anzahl der Proben ab der Sequenzier-PCR 
verdoppelt, weil mindestens eine Vorwärts- und eine Rückwärts-Sequenz erstellt 
werden muss. Zudem nimmt die Interpretation der DHPLC-Chromatogramme 
weniger Zeit in Anspruch, da für jede Probe, je nach Anzahl der durchgeführten 
Messungen, nur ein bis drei Kurven beurteilt werden müssen (Gross et al., 1999). 
Die einzelnen Kurven lassen sich dabei am Monitor vergrößert oder 
abschnittsweise darstellen und somit beispielsweise leichter bezüglich der Steilheit 






Die Kosten für das DHPLC-Screening setzen Takashima et al. (2001) zirka ein 
Fünftel geringer als die Kosten für die Direktsequenzierung an, wobei pro Injektion 
$ 0,9 für die WAVETM-Analyse mit Transgenomic-Reagenzien und für die 
Sequenzierung mit dem ABI PRISMTM 377 Sequenzautomaten $ 5-7 veranschlagt 
wurden. Hedge et al. (2005) gehen von $ 1 pro DHPLC-Injektion und von $ 4 für 
eine Vorwärts- und Rückwärtssequenzierung aus. Dabei fallen bei der 
Sequenzierung hauptsächlich die Reagenzien der Sequenz-PCR ins Gewicht. 
Beim WAVETM-Verfahren sind die Puffer und die Säule mit den größten 
Kostenfaktoren verbunden. Labor und Personalkosten wurden nicht mit 
berücksichtigt, weil diese von Labor zu Labor sehr unterschiedlich sein können 
(Hegde et al., 2005). Da für diese Arbeit die meisten Analysen im DHPLC bei 2 bis 
3 verschiedenen Schmelztemperaturen erfolgen, müssen pro Probe ca. $ 3 
veranschlagt werden. Damit belaufen sich die Kosten immer noch nur auf ein 
Viertel weniger im Vergleich zum Sequenzierverfahren. Wären in dieser Arbeit die 
DNA aller Patienten und Exons sequenziert worden, wären Kosten von ca. 2350  $ 
entstanden. Durch die vorgeschaltete DHPLC-Analyse konnte die Anzahl der 
sequenzierten Patienten-DNA verringert und ca. $ 500 eingespart werden.  
Die Zeit- und Kostenersparnisse des DHPLC-Verfahrens werden nur dadurch 
eingeschränkt, dass immer, wenn die Kurven auffällig verlaufen und damit der 
Verdacht auf eine Genveränderung vorliegt, eine Sequenzanalyse nachgeschaltet 
werden muss, um die Basenveränderung zu bestätigen und genau zu 
klassifizieren.  
5.2.3 Nachweisgenauigkeit  
Wichtig für den Einsatz des DHPLC-Verfahrens als zuverlässige Voruntersuchung 
ist eine hohe Sensitivität (auch Richtig-Positiv-Rate) im Vergleich zum derzeitigen 
Referenzverfahren der Sequenzier-Analyse. Unter der Sensitivität versteht man 
die Empfindlichkeit eines Testverfahrens, den gesuchten Faktor aus allen 
untersuchten Proben tatsächlich herauszufinden. Dieses diagnostische Kriterium 
ist somit bei einem Screening-Verfahren erwünscht, damit alle – im Fall des 
HNPCC-Syndroms – Personen mit Mutationsveränderungen gefunden werden 
(www.wikipedia.de). In Bezug auf die untersuchten Gene MLH1 und MSH2 sind 





weil das Spektrum der Sequenzveränderungen einerseits über alle Exon- und 
Intron-Bereiche verteilt ist und andererseits eine Vielzahl an Punktmutationen 
(www.genecards.org) und verschiedenen Mutationstypen zu erwarten sind 
(Zavodna et al., 2009). In unterschiedlichen Untersuchungen an verschiedenen 
Genen zeigt das DHPLC-Verfahren eine Sensitivität von 97-100% (Gross et al., 
1999; Holinski-Feder et al., 2001; Pan et al., 2003; Mitchell et al., 2011). In dieser 
Arbeit konnten bei 35 von insgesamt 41 Patientenkurven, die im WAVETM-
Chromatogramm auffällig waren, Sequenzvarianten bei der anschließenden 
Kontrollsequenzierung nachgewiesen werden (Tab. 16 und 17). Nur bei den 4 
auffälligen Einzelkurven des Exons 6 (Gruppe II und III) und den 2 Einzelkurven 
des Exons 12 (Gruppe I und II) des MSH2-Gens ließen sich bei der Sequenz-
Analyse keine Veränderungen der Normfrequenz feststellen (Tab. 17). Insgesamt 
lässt sich aus diesen Ergebnissen eine Sensitivität von 85,4 % errechnen, was bei 
der geringen Anzahl der untersuchten Patienten eine hohe Sensitivität darstellt 
und die vorliegenden Studien untermauert. Die Spezifität (oder Richtig-Negativ-
Rate) der erhobenen Daten kann für diese Arbeit nicht angegeben werden, da die 
DNA der Patienten, die im WAVETM-Verfahren unauffällige Kurvenverläufe 
zeigten, nicht sequenziert wurde. In der Literatur wird die Spezifität mit Werten 
zwischen 85-100 % angegeben (Holinski-Feder et al., 2001; Pan et al., 2003; 
Yamanoshita et al., 2005; Mitchell et al., 2011). Die Falsch-Positiv-Rate in dieser 
Arbeit bezieht sich auf die Patienten, bei denen keine Mutationen oder 
Polymorphismen in der anschließenden Sequenzanalyse festgestellt werden 
konnten, obwohl sie im DHPLC-Screening auffällige Kurvenverläufe zeigten. Sie 
beträgt 14,6 % und deckt sich mit den Angaben bei Hegde et al. (2005). Die 
Arbeitsgruppe geht von einer Falsch-Positiv-Rate von 12-15 % aus. 
5.2.4 Nachweis von Sequenzvarianten 
Verschiedene Autoren (Gross et al., 1999; Yu et al., 2005) heben den Vorteil des 
DHPLC-Verfahrens als Diagnostikum für Polymorphismen in großen 
Genomabschnitten  hervor, indem sie eine sequenzierte Kontrollprobe mit 
bekanntem Polymorphismus im gleichen DHPLC-Durchlauf mit analysieren. Bei 
gleichem charakteristischen Elutionsprofil im Chromatogramm wird die gleiche 
zugrunde liegende Sequenzvariante diagnostiziert und auf eine anschließende 





Vorgehen wurde in dieser Arbeit in abgewandelter Form verwendet. Zwar wurde 
keine Kontrollprobe mit bekannter Sequenzveränderung hinzugefügt, aber es 
konnte dennoch gezeigt werden, dass derselbe Polymorphismus eine 
charakteristische Kurvenformation hervorruft. Dies wurde bei der Analyse des 
Exons 10 des MSH2-Gens bestätigt. Bei diesem Exon wurde die DNA aller 
Patienten, die im DHPLC als auffällig eingestuft wurden, sequenziert und die 
Sequenzvariation klassifiziert, obwohl dies aufgrund der Gruppenzuordnung I – III 
(Tab. 10) nicht nötig gewesen wäre. Dabei ließen sich bei vier Patienten (Gruppe 
I) die beiden Polymorphismen In 10 +12G/A und In 9 -9T/A und bei 3 Patienten 
(Gruppe III) nur der Polymorphismus in 10 +12G/A nachweisen. Patient 27 
(Gruppe II), dessen Kurvenverlauf von den anderen Auffälligen abwich, wies als 
einziger den Polymorphismus In 9 -9T/A auf. Bemerkenswerterweise stimmte die 
Gruppenzuordnung bei jedem Patienten überein. Daraus lässt sich ableiten, dass 
das DHPLC-Verfahren in einigen Fällen nicht nur eine Aussage darüber 
ermöglicht, ob Sequenzveränderungen vorliegen, sondern auch ob verschiedene 
Varianten vorliegen. Auf diese Beobachtung aufbauend konnten die übrigen in den 
Tabellen 11 und 12 zusammengefassten Polymorphismen diagnostiziert werden, 
ohne dass alle Einzelproben sequenziert werden mussten. Warum jedoch nicht 
bei allen Gruppen der Exons 6 und 12 des MSH2-Gens Sequenzveränderungen 
vorhanden waren, obwohl die Kurvenverläufe einiger Patienten vom Vergleichs-
Chromatogramm abwichen, ist unklar.  
Diesen Ausführungen bezüglich der Vorzüge der DHPLC als Screening-Verfahren 
für Sequenzveränderungen bzw. Polymorphismen kann jedoch entgegen gehalten 
werden, dass homozygote Genvarianten und große Deletionen bzw. Insertionen 
mittels DHPLC nicht nachgewiesen werden können (Wang et al., 2002; Taylor et 
al., 2003; Hegde et al., 2005; Yu et al., 2005; Aguirre-Lamban et al., 2010). Beide 
Typen von Genveränderungen können aufgrund der Arbeitsweise der DHPLC mit 
Heteroduplex-Formationen nicht festgestellt werden. Beim Screening auf 
Polymorphismen kann dieser Mangel dadurch ausgeglichen werden, dass der zu 
untersuchenden Probe ein Wildtyp mit bekannter Normsequenz im Verhältnis 1:1 
zugegeben wird (Yu et al., 2005). Während der Denaturierung können sich dann 
Heteroduplex-Formationen aus dem Wildtyp und der homozygoten Mutante 
bilden. Diese können dann aufgrund unterschiedlicher Retentionszeiten detektiert 





mitgeführt, da sie primär darauf ausgelegt war, unbekannte Mutationen 
aufzudecken. Möglicherweise enthaltene homozygote Polymorphismen wären 
jedoch mit ziemlich hoher Sicherheit aufgefallen, da  jeweils die DNA-Proben von 
28 Patienten miteinander analysiert worden sind. Insofern hätten sich 
Heteroduplices zwischen Patientenproben mit und ohne Polymorphismus gebildet, 
die aufgrund des veränderten Elutionsverhalten aufgefallen wären. Die 
Wahrscheinlichkeit, dass alle 28 Patienten an der gleichen Stelle, den gleichen 
homozygoten Polymorphismus hätten, der nicht aufgefallen wäre, ist sehr gering. 
Für den Nachweis von großen Deletionen bzw. Insertionen müsste hingegen auf 
ein anderes Nachweisverfahren, wie beispielsweise die MLPA-Methode (Multiplex 
Ligation-dependent Amplification) gewechselt werden (Grabowski et al., 2005; 
Vorstmann et al., 2006). Um die Gefahr zu minimieren, etwas bei der DHPLC-
Analyse zu übersehen, empfiehlt sich die Analyse von kürzeren Fragmenten, die 
keine große Deletionen bergen können.  
5.2.5 Chromatogramm-Interpretation 
Als weiterer Nachteil des Verfahrens können sich Schwierigkeiten bei der 
Chromatogramm-Analyse ergeben. Wenn die Zahl der in einem Amplikon 
lokalisierten Polymorphismen steigt, erhöht sich auch die Verwechslungsgefahr 
mit einer unbekannten Mutation (Kunstmann et al., 2004). Vor allem Mutationen, 
die in der gleichen Schmelzdomäne wie ein Polymorphismus liegen, können einen 
ähnlichen Kurvenverlauf im Chromatogramm erzeugen. Diese Aussage kann mit 
Hilfe dieser Arbeit weder bestätigt noch ausgeschlossen werden. In keinem der 
untersuchten Exons der MLH1- und MSH2-Gene, die im Chromatogramm auffällig 
waren und in der Sequenzanalyse einen Polymorphismus zeigten, waren 
unbekannte Mutationen vorhanden. Als problematisch kann bei der visuellen 
Auswertung jedoch angesehen werden, dass die Einschätzung, ob eine 
Kurvenformation als „auffällig“ oder „unauffällig“ eingestuft wird, beim Betrachter 
liegt und somit subjektiv ist. Diese Fehlerquelle kann mittels Nachkontrolle durch 
eine zweite Person vermieden werden. Zwar minimiert eine Nachkontrolle den 
Zeitgewinn, jedoch ist dies zu vernachlässigen, wenn man berücksichtigt, wie lang 
im Vergleich für den visuell-manuellen Abgleich der Sequenz-Chromatogramme 





abgeglichen werden, können aufgrund der Fülle der enthaltenen Informationen 
einzelne Basenveränderungen übersehen werden. 
5.2.6 Anfälligkeiten für Störfaktoren 
Voraussetzung für eine sensitive und reproduzierbare Datenerhebung mittels 
DHPLC sind optimale Bedingungen vor. Um unspezifische Ergebnisse zu 
vermeiden, ist es unter anderem wichtig, dass nur reine PCR-Produkte analysiert 
werden (Yu et al., 2005). Unspezifische Amplikons können die Interpretation der 
DHPLC-Analyse stören (Mitchell et al., 2011). Weiterhin ist die Sensitivität stark 
von der Analysentemperatur und der Qualität der Pufferlösungen abhängig. 
Kleinste Änderungen der Ofentemperatur, z.B. durch Luftzug, können das 
Elutionsverhalten eines PCR-Fragments beeinflussen (Mitchell et al., 2011). Um 
Schwankungen der Ofentemperatur vorzubeugen, wurde der WAVETM-Maker 
entsprechend räumlich untergebracht und die Ofenkalibrierung regelmäßig 
kontrolliert. Die Pufferlösungen wurden im Rahmen der Arbeit unter Einhaltung 
strenger Richtlinien selbst gemischt. Die empfohlene maximale 
Verwendungsdauer von einer Woche wurde nicht überschritten. Hegde et al. 
(2005) empfehlen, dass ebenfalls die von der WAVE®Maker-Software 
vorgeschlagene Analysetemperatur kritisch kontrolliert werden sollen. Aus diesem 
Grund sind für jedes Exon, der untersuchten Gene, die vorgeschlagenen 
Schmelzkurven optimiert worden. Obwohl einige Zeit zur Überprüfung investiert 
werden musste, stimmten die theoretisch vorgeschlagenen Schmelzkurven mit 
den erhaltenen gut überein. Jedoch mussten bei einigen Exons mehrere 
Schmelztemperaturen verwendet bzw. die vorgeschlagenen Temperaturen um 
wenige Grad erhöht/verringert werden, um eine vollständige Analyse des ganzen 
Amplikons zu erreichen. Um die Durchlaufzeit zu verkürzen, wurden die Proben 
jeweils in der Reihenfolge von der niedrigsten zur höchsten Temperatur 
angeordnet, was aufgrund der einfachen Handhabung der WAVE®Maker-
Software leicht möglich war. 
Am Institut für Humangenetik wird der Qualitätsstandard routinemäßig kontrolliert, 
indem Fragmente mit bekannten Mutationen analysiert werden. Weichen die 
erzielten Profile von den erwarteten ab, werden die Einstellungen angepasst. 
Basierend auf diesem hohen Qualitätsniveau wurden, unter den für diese Arbeit 





DHPLC-Verfahren erwies sich zusammenfassend als einfach zu handhabende, 
kostengünstige, zeitsparende Screening-Methode für Sequenzvarianten in den 
Genen MLH1 und MSH2. Die im Rahmen dieser Arbeit erreichte Sensitivität liegt 
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Das hereditäre nicht-polypöse kolorektale Karzinom (HNPCC) bildet mit 2-3 % 
aller kolorektalen Karzinomen die häufigste Form der erblichen  
Darmkrebserkrankungen. Sie wird meist durch Mutationen in den Genen MLH1 
und MSH2 verursacht. Beide Gene codieren zusammen mit anderen Genen 
(MSH6, MLH3, PMS1 und PMS) für Proteine des DNA-Mismatch-Repair-Systems, 
welches wichtig für die Stabilität des Genoms ist. Um Träger dieser Mutationen zu 
identifizieren und frühzeitig Vorsorgeprogrammen zuzuführen, ist ein 
zuverlässiges Auswahlverfahren notwendig. Aus diesem Grund wird in der 
vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Methode der denaturierenden 
Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie (DHPLC) geeignet ist, um nach 
Mutationen in den Genen MLH1 und MSH2 zu suchen. 
Bei 26 weiblichen Patienten und 2 männlichen Probanden im Alter von 23 bis 69 
Jahren, die an einem Mammakarzinom (26), einer Dysplasie der Portio (1) sowie 
an einem Ovarialkarzinom (1) erkrankt waren, und bei deren Familienmitglieder  
gehäuft Tumoren auftraten, wurden die Gene MLH1 und MSH2 mittels DHPLC 





sowie alle Exons von MSH2 außer Exon 1-2, 4, 9 und 14 einschließlich der 
flankierenden Exon-/Intron-Grenzen untersucht. Bei insgesamt 41 einzelnen 
Patientenkurven wich das Muster des DHPLC-Chromatogramms als Hinweis auf 
eine Genveränderung durch mehrfache oder verbreiterte Peaks vom normalen 
Kurvenverlauf ab. Die sich daran anschließende DNA-Sequenzanalyse ergab bei 
35 der auffälligen Kurven polymorphe Sequenz-Varianten. Keine der gefundenen 
Sequenzveränderungen stellte eine krankheitsauslösende Mutation für HNPCC 
dar. Die in dieser Arbeit erreichte Sensitivität des DHPLC-Verfahrens liegt damit 
bei 85,4 %. Das DHPLC-Verfahren konnte als zuverlässige und vergleichsweise 
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